Diversité génétique et recherche de facteurs de virulence de Nosema ceranae, parasite de l'abeille mellifère by Roudel, Mathieu
Diversite´ ge´ne´tique et recherche de facteurs de virulence
de Nosema ceranae, parasite de l’abeille mellife`re
Mathieu Roudel
To cite this version:
Mathieu Roudel. Diversite´ ge´ne´tique et recherche de facteurs de virulence de Nosema ceranae,
parasite de l’abeille mellife`re. Sciences agricoles. Universite´ Blaise Pascal - Clermont-Ferrand
II, 2013. Franc¸ais. <NNT : 2013CLF22414>. <tel-00959521>
HAL Id: tel-00959521
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00959521
Submitted on 14 Mar 2014
HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.
L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destine´e au de´poˆt et a` la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publie´s ou non,
e´manant des e´tablissements d’enseignement et de
recherche franc¸ais ou e´trangers, des laboratoires
publics ou prive´s.
UNIVERSITE BLAISE PASCAL             UNIVERSITE D’AUVERGNE  
N° D.U. 2414                                 ANNEE 2013  
  
ECOLE DOCTORALE DES SCIENCES DE LA VIE, 
SANTE, AGRONOMIE, ENVIRONNEMENT 




Présentée publiquement à Clermont -Ferrand 




SPÉCIALITÉ : Physiologie et Génétique Moléculaires 
   
 







Diversité génétique et recherche de facteurs 
 de virulence de Nosema ceranae,  






Devant la commission d’examen composée de : 
 
Rapporteurs: M. Mariano HIGES  DR, Centro Apicola regional de Castilla - La Mancha Espagne 
 M. Eric VISCOGLIOSI DR, CNRS, Université Lille Nord de France  France 
Examinateurs: M. Jean-Luc BAILLY MCU, Université d’Auvergne Clermont-Ferrand I France 




LABORATOIRE « MICROORGANISMES : GÉNOME ET ENVIRONNEMENT » 






 Le parasite microsporidien Nosema ceranae est un pathogène émergent de l’abeille 
européenne (Apis mellifera). Il provoque une maladie appelée nosémose qui peut induire de fortes 
mortalités dans les colonies. La présence de N. ceranae dans les ruches n’est pas toutefois pas 
systématiquement associée à des symptômes ou à une dépopulation, ce qui suggère une variabilité de 
sa virulence. Une hypothèse proposée pour expliquer cette variation repose sur l'existence potentielle 
de variants parasitaires de niveaux de virulence différents. Ce travail a eu pour objectif d’évaluer le 
polymorphisme de N. ceranae par une approche multilocus, dans le but de savoir s’il est possible de 
différencier des isolats parasitaires. La diversité nucléotidique de dix marqueurs génétiques a été 
évaluée dans des abeilles géographiquement éloignées. L’analyse du polymorphisme de ces gènes a 
révélé un fort contenu allélique au sein même d'un individu hôte mais une absence de divergence entre 
les populations parasitaires issues d'hôtes distincts. Ces données montrent que cette approche 
multilocus ne permet de pas de différencier des isolats de N. ceranae, mais que des populations 
parasitaires similaires infectent des abeilles géographiquement distantes. Ces données sont en accord 
avec l'hypothèse d'une colonisation récente d'A. mellifera par N. ceranae mais posent de nombreuses 
questions quand à l'origine de la diversité parasitaire au sein d'un seul individu. Le second volet de 
cette thèse a eu pour objectif de rechercher dans le génome de N. ceranae des gènes codant de 
potentiels facteurs de virulence puis de produire des protéines recombinantes et des anticorps dirigés 
contre ces facteurs. Ces anticorps devaient permettre de localiser ces protéines d'intérêt au niveau 
subcellulaire dans des tissus infectés. 
 




 The microsporidian parasite Nosema ceranae is an emergent pathogen of the Western 
honeybee (Apis mellifera). It is associated to a disease called nosemosis that can lead to high mortality 
of honybees in colonies. Its presence in hives has not been systematically linked to symptoms or 
depopulation, suggesting a variation in its virulence. Thus, the existence of several N. ceranae variants 
with different virulence levels has been proposed. In this work aimed to assess N. ceranae 
polymorphism through a multilocus approach to test whether is it possible to discriminate between 
parasite taxa. Thus the nucleotide diversity of ten marker genes has been measured in parasite 
populations isolated from single A. mellifera individuals in distant locations. While high nucleotide 
diversity and allele content have been observed for all genes in single individuals, the absence of 
isolate differentiation precluded any taxa discrimination. These data support the hypothesis of a recent 
host-jump to A. mellifera and suggest that similar populations of parasites infect honeybees in distant 
locations. However they question the origin of such polymorphism within one host. In the second part 
of this work genes encoding putative virulence factors have been searched within N. ceranae genome, 
in order to produce recombinant proteins and then specific antibodies. Such antibodies would allow 
the subcellular localization of those proteins in infected tissues. 
 














« Bonjour, lecteur. 
Vous me voyez. 
Je vous vois aussi. 
Vous avez un visage lisse aux yeux humides. 
Et moi, je vous présente ces pages de papier  
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Notre contact s'est aussi établi au niveau de la couverture. » 
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Mais essayons quand même.... » 
 







Depuis plus de 8000 ans, l’Homme n’a cessé de chercher l’origine des maladies qui 
affaiblissent son corps, détruisent ses plantations ou déciment ses cheptels. Il ne se doutait pas 
que les responsables se regroupaient en une multitude de microorganismes littéralement 
invisibles à l'œil nu. Il n’imaginait pas non plus que le gonflement de son pain sous l’effet de 
la chaleur ou que la présence de bulles dans sa bière étaient des phénomènes provoqués par un 
dégagement gazeux du à l’activité des ces mêmes êtres microscopiques. Ce n’est que depuis 
l’invention du microscope au XVIIème siècle que l’Homme a pu se rendre compte qu’il vivait 
entouré d’infimes organismes dont les rôles sont aussi nombreux que variés. Parmi la 
multitude d’interaction entre les organismes, macro- ou microscopiques, le parasitisme est 
rapidement devenu un sujet d’étude fascinant. En effet, lorsque les scientifiques ont compris 
que de petits organismes étaient capables de causer de sérieux dégâts sur la santé de l’homme, 
ils se sont attachés à vouloir comprendre ces phénomènes.  
 
Si le parasitisme peut se définir comme une relation entre deux espèces dans laquelle 
l’une, le parasite, tire profit de l’autre pour sa survie, le phylum Microsporidia regroupe des 
eucaryotes unicellulaires qui ont poussé ce principe à l'extrême. Les microsporidies sont des 
parasites intracellulaires obligatoires qui ont perdu, au cours de leur évolution, nombre de 
fonctions métaboliques pour lesquelles ils dépendent de leur hôte. Elles sont capables, comme 
l’indique leur nom, de former des spores, stade de résistance et de dissémination dans 
l’environnement. Leur adaptation au parasitisme intracellulaire est en outre caractérisée par 
une structure originale : le tube polaire, qui permet d'injecter le matériel infectieux de la spore 
dans la cellule-hôte. Un temps considérées comme des eucaryotes primitifs, les 
microsporidies sont désormais classées parmi les champignons. Elles infectent de nombreux 
animaux, dont l'homme. Elles provoquent parfois des maladies et sont souvent considérées 
comme opportunistes.  
 
L'abeille mellifère (Apis mellifera), dont on constate un déclin des populations dans le 
monde, est infectée par deux microsporidies, dont une émergente et fréquemment rencontrée 
dans les colonies, Nosema ceranae. Son impact sur les colonies d'abeilles est controversé, 
suggérant l’existence de variants dont l’effet délétère pour l’hôte diffèrerait. Afin de tester 





polymorphisme nucléotidique de plusieurs gènes de N. ceranae a été comparé entre des 
isolats provenant de quatre régions géographiquement éloignées. Ce travail sera présenté, en 
expliquant pourquoi la diversité observée empêche le génotypage et en posant quelques 
hypothèses sur l'origine et la maintenance de cette diversité. 
 
Le second volet de cette thèse a eu pour but de rechercher des facteurs de virulence du 
parasite et de les localiser, au niveau subcellulaire, lors d’une infection chez A. mellifera. Les 
connaissances sur la pathogénie de N. ceranae manquent en effet pour comprendre son 
développement et ses interactions avec l'hôte, et pour envisager ensuite d'identifier des 
moyens de lutte permettant d'enrayer son développement et sa propagation. Le séquençage du 
génome de N. ceranae a permis de rechercher des gènes codant des protéines portant des 
domaines d’intérêts, qui pourraient jouer un rôle dans le développement du parasite. En 
revanche, le manque de temps ne m'a pas permis de compléter autant que je le voulais cet 
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« Il faut accepter de planter  
pour que d’autres récoltent  
ailleurs et plus tard.» 
 









Figure 1 : Différentes espèces d’hyménoptères. Sur la première ligne sont représentées trois 
superfamilles d’hyménoptères avec, de gauche à droite, les Formicidea, les Apoidea et les Vespidea. 
La seconde ligne rassemble trois genres d’Apoidea : Bombus à gauche, Apis au milieu et Xylocopa à 
droite. La dernière ligne regroupe trois espèces d’abeilles mellifères : Apis cerana à gauche, Apis 












I- Le déclin des abeilles mellifères  
   
 Depuis au moins deux décennies, une réduction de l’abondance des pollinisateurs, 
notamment des abeilles mellifères, est observée dans le monde entier (Natural Research 
Council, 2006). Ce déclin est également associé à celui d’espèces végétales (Biesmeijer et al., 
2006). En effet, 84% de la production des espèces cultivées en Europe (Williams, 1994) et 
plus de 70% des récoltes à la base de l’alimentation humaine sont dépendantes des 
pollinisateurs (Klein et al., 2007). Parmi ces espèces, le pollinisateur domestique qui soutient 
le plus la production agricole est l'abeille européenne Apis mellifera (Figure 1).  
 
I.A. Importance écologique et économique des abeilles  
 Le terme « abeille » est le nom vernaculaire donné aux espèces appartenant à la 
superfamille des Apoidea, au sein du vaste ordre des Hyménoptères, qui comprend aussi, 
entre autres, les guêpes (Vespidea) et les fourmis (Formicidea) (Figure 1). Plus de 20 000 
espèces d'abeilles sont répertoriées dans le monde, dont 2 500 en Europe et environ un millier 
en France. Parmi les Apoidea, les abeilles mellifères, seules capables de produire et stocker le 
miel, sont regroupées dans deux tribus distinctes (Apini et Meliponini) de la sous-famille des 
Apinae, qui comprend également d'autres tribus comme les bourdons (Bombini). Parmi les 
abeilles mellifères peuvent être citées l'abeille géante Apis dorsata, l'abeille naine Apis florea 
et l'abeille asiatique Apis cerana, toutes les trois rencontrées en Asie (parfois en Australie), et 
l'abeille européenne Apis mellifera (Figure 1), de répartition mondiale et qui est l'espèce 
presque exclusivement utilisée en apiculture de nos jours. Ces abeilles se nourrissent de miel 
et de pain de pollen obtenus par modifications du nectar et du pollen récupérés lors du 
butinage. De par cette activité de butinage, elles participent activement à la pollinisation des 
plantes à fleurs.  
 
 I.A.1. D'importants pollinisateurs 
 Le recours à des animaux pour assurer la pollinisation constitue une caractéristique 
majeure des angiospermes. Les fleurs attirent ces visiteurs principalement avec du nectar et du 
pollen mais aussi via leur morphologie, leurs couleurs vives et leur parfum. Certaines plantes 
sont pollinisées par des oiseaux, des marsupiaux ou des rongeurs, mais ce sont de loin les 




Figure 2 : Les poils de l’abeille (Apis mellifera). Le pollen des fleurs est capturé par la multitude de 








Figure 3 : Répartition d’Apis mellifera. L'espèce Apis mellifera regroupe plus de 20 sous-espèces 
différentes, et se retrouve dans la quasi-totalité des régions du monde, mis à part les régions froides 
(grand nord) et les déserts secs (Sahara). Les points jaunes indiquent les régions dans lesquelles la 
présence d’une sous-espèce a été démontrée. 
 




pollinisation. Sans insectes pollinisateurs, la fécondation des plantes devient essentiellement 
une auto-fécondation, qui induit un appauvrissement du patrimoine génétique, ou une 
fécondation anémophile, peu efficace, notamment entre individus éloignés.  
 Le rôle des abeilles apparaît comme primordial dans le maintien de la biodiversité de 
nombreux écosystèmes. Leur morphologie leur permet d'être d'excellents pollinisateurs, 
notamment grâce à leurs poils nombreux et relativement longs (Figure 2) qui permettent une 
bonne fixation et un bon transport du pollen d'une fleur à l'autre (Bradbear, 2010). Elles 
contribuent ainsi à la reproduction de plus de 80% des espèces de plantes, soit plus de 200 
000 espèces (Vaissière, 2006). Cette forte prépondérance des abeilles est due à leur large 
répartition, leur grand nombre et leur comportement alimentaire et social. 
 Les abeilles mellifères sont présentes partout dans le monde. Si certaines espèces sont 
localisées dans des régions spécifiques (par ex. A. cerana, A. dorsata et A. florea en Asie), A. 
mellifera est l’espèce dont l’aire de répartition est la plus grande (Figure 3) car la plus 
domestiquée. En sachant qu’en 2007, le nombre de colonies d'abeilles domestiques dans le 
monde a été estimé à 72.6 millions (FAO, 2009), et qu’une colonie compte entre 20 000 et 80 
000 individus, leur « potentiel de pollinisation » est facilement imaginable (Seeley, 1985). 
 De plus, la capacité des butineuses à communiquer à leurs congénères les sites de 
ressources abondantes en nectar et pollen les incite à visiter le même site jusqu'à ce qu'elles 
aient récolté la majorité des ressources disponibles. Ce comportement, appelé "constance à 
butiner", garantit une pollinisation optimale de la zone (Seeley, 1985). A l’échelle de 
l’individu, chaque ouvrière fait preuve d’une grande fidélité à l’espèce butinée lors d’un 
même voyage, ce qui maximise les transferts de pollen entre fleurs d’une même espèce, et 
augmente ainsi les chances de fécondation (Vaissière, 2006).  
  
 I.A.2. Importance économique  
 Les études portant sur la valeur économique des pollinisateurs ont donné des résultats 
variés et peu concordants, même si globalement elles tendent toutes à montrer un fort poids 
des abeilles (et essentiellement A. mellifera) dans l’économie mondiale de certaines denrées.  
 Parmi les 89 espèces végétales cultivées pour l'alimentation humaine, 46 sont 
dépendantes de la pollinisation, qui serait même indispensable pour 6 d’entre elles (Gallai et 
al., 2009). La valeur économique de ces 46 espèces s’élèverait à 625 milliards d’euros, soit 
39% de la valeur de la production agricole mondiale, dont 153 milliards seraient directement 












Figure 4 : Pourcentage de colonies perdues lors de l’hiver 2007-2008 dans différents pays. 














abeilles mellifères, A. mellifera en tête, jouent un rôle essentiel et sont de plus en plus 
exploitées. Aux Etats-Unis, dans les régions pauvres en pollinisateurs, des apiculteurs 
proposent ainsi aux agriculteurs des services de pollinisation par les abeilles, générants des 
emplois et de nouvelles ressources économiques (Sumner et Boriss, 2006).  
 Le miel lui-même est une importante denrée, même s'il ne constitue plus, depuis la 
renaissance, la principale source de sucre concentré. Estimée à 1,07 millions de tonnes en 
2007, la production mondiale de miel représenterait environ 1,25 milliards de Dollars US 
(FAO, 2009).  
 
I.B. Les pertes de colonies 
 I.B.1. Des pertes de colonies à l’échelle mondiale 
 Les disparitions d'abeilles ont commencé à faire parler d'elles au début des années 
2000, lorsque la majorité des pays industrialisés ont enregistré d’importantes pertes après une 
saison hivernale. A partir de 2006, les apiculteurs américains ont enregistré des pertes 
annuelles de 30 à 40% de leurs colonies à la sortie de l'hiver (VanEngelsdorp et al., 2012). La 
saison hivernale 2007-2008 a aussi vu la disparition de près de 35% des colonies au Canada 
(Figure 4) (Chagnon, 2008). Les pays européens ne sont pas en reste, avec 6 millions de 
colonies d’abeilles perdues entre 1970 et 2006 sur 21 millions initialement, et avec des pertes 
relativement importantes lors de l’hiver 2007-2008 (Figure 4) (FAO, 2009).  
 VanEngelsdorp et al. (2012) ont publié une étude de surveillance des ruchers aux 
Etats-Unis, en indiquant les raisons apparentes des pertes subies lors de l’hiver 2010-2011. 
Les principales causes incriminées ont été les quantités de ressources (famine), des colonies 
peu populeuses en automne, de mauvaises conditions climatiques hivernales, des reines dites 
«faibles» (sans argument explicatif) et la présence d’agents pathogènes dans les ruches. 
Aucun de ces facteurs (ni aucun autre incriminé dans d’autres études, Cf. I.B.3.) (Potts et al., 
2010), ne permet cependant d’expliquer à lui seul les pertes observées. La communauté 
scientifique estime aujourd'hui que ces pertes auraient une origine multi-causale.  
 
 I.B.2. Le syndrome d’effondrement des colonies (CCD) 
 Si des pertes d'abeilles sont constatées partout dans le monde, un phénomène 
particulier a été observé aux Etats-Unis,  appelé syndrome d’effondrement des colonies pour 
Colony Collapse Disorder ou CCD (VanEngelsdorp et al., 2009). Le CCD est caractérisé par 











Figure 5 : Interactions entre différents acteurs du déclin des abeilles. Les cadres bleus 
représentent les trois groupes principaux d’acteurs associés aux pertes, les flèches rouges représentent 
leur impact direct sur les pertes, les flèches vertes représentent les interactions entre les trois groupes, 














80%) de la population d'ouvrières d'une colonie, ainsi que l'absence de cadavres dans ou à 
proximité de la ruche. Il reste souvent des stocks de nourriture et, si des abeilles subsistent, 
leur population est constituée le plus souvent de la reine et d’un nombre restreint de jeunes 
ouvrières. La disparition de ces ouvrières, lorsqu'elle n'est pas fatale à la colonie, entraîne une 
baisse importante de la productivité, pouvant elle-même entrainer le déclin de la colonie à 
court terme, surtout si le CCD intervient au moment de l'hivernage.  
 Selon certaines sources, ce phénomène connaît un accroissement épidémique depuis 
au moins les années 1985 (Underwood et vanEngelsdorp, 2007). Cependant, il faut rester 
vigilant: si le CCD est associé à une disparition d’abeilles, la réciproque n’est pas exacte. Des 
colonies peuvent s’affaiblir, et voir leur population s'effondrer, sans pour autant répondre à la 
définition de ce syndrome. Ainsi, en Europe, des pertes de colonies ont été enregistrées depuis 
plusieurs années sans qu'ait été fait un lien avec le CCD. 
    
 I.B.3. Origine multi-causale du déclin des colonies d’abeilles 
 Les pertes de colonies ne seraient donc caractérisables ni par un unique syndrome ni 
par une unique cause. Elles auraient une origine multifactorielle (Cox-Foster et al., 2007; 
Anderson et East, 2008) et il semblerait même que des interactions entre de nombreux 
facteurs soient l’une des explication les plus probables de ces fortes mortalités (Figure 5) 
(Potts et al., 2010). Ces facteurs peuvent être répartis dans trois catégories principales: les 
stress environnementaux, la diversité génétique des abeilles, et les espèces pathogènes et 
invasives. 
 
  I.B.3.1. Facteurs environnementaux 
  Ce sont probablement les facteurs les plus nombreux et les plus variés. Souvent 
d’origine anthropique, ils agissent directement ou via l’intermédiaire des ressources sur la 
survie et le comportement des abeilles. 
 
   a. Modifications des paysages et des ressources 
 Le remembrement et la réduction des zones sauvages au profit de l’agriculture 
affectent les abeilles, et les pollinisateurs en général, car ils réduisent la disponibilité et la 
variété des plantes pouvant combler les exigences nutritionnelles des différents pollinisateurs 
(Kearn et al., 1997). Le pollen et le nectar sont en effet leurs seules sources alimentaires 
(Jump et Penuelas, 2006). Si les abeilles mellifères ont un régime alimentaire plus large que 
 




d'autres espèces, elles sont néanmoins affectées par l'altération des ressources. La qualité et la 
quantité de ressources ont en effet un impact sur la physiologie et l'immunité de l'abeille 
(Alaux et al., 2010; Di Pasquale et al., 2013). Ceci est d'autant plus important dans les zones 
de monocultures, qui présentent des ressources très peu diversifiées et limitées en abondance 
et dans le temps (famine).  
 
   b. Climat 
Dans un écosystème, les perturbations climatiques peuvent avoir un impact sur les 
ressources mais aussi altérer le développement de certaines espèces, ainsi que les interactions 
entre espèces (Parmesan et al., 2006). Le développement d’A. mellifera suivant un cycle 
saisonnier, un hiver très long aura pour conséquence un épuisement des réserves de nourriture 
qui risque de mettre en péril la survie de la colonie. Les changements climatiques imputés à 
l’action de l’homme pourraient donc avoir de graves conséquences.  
 
   c. Contaminants agro-environnementaux: les pesticides 
 De multiples contaminants ont été détectés dans les matrices de la ruche (pollen, cire, 
miel) et dans les abeilles elles-mêmes (Mullin et al., 2010; Wiest et al., 2011 ; Lambert et al., 
2013). Parmi eux, les pesticides font l'objet d'une attention particulière car ils sont suspectés 
d'être des facteurs importants dans le déclin des colonies. Les pesticides sont conçus dans le 
but d’éradiquer des ravageurs et ils regroupent diverses molécules herbicides, fongicides ou 
insecticides. Les pesticides permettraient ainsi de diminuer de 20% les pertes de production 
dans des cultures intensives (Oerke et Dehne, 2004). Malheureusement, ils peuvent également 
avoir des effets délétères sur des espèces non cibles comme l'abeille.  
20 dernières années, une nouvelle génération d'insecticides a été développée pour 
éviter les traitements par pulvérisation: les insecticides systémiques, qui sont appliqués sous 
forme d’enrobage de semences et qui agissent à faible dose.  Ceux-ci se se retrouvent dans les 
différents organes de la plante ainsi que dans le pollen et le nectar et peuvent alors atteindre 
les pollinisateurs. Par exemple, les insecticides neurotoxiques de la famille des 
néonicotinoïdes, retrouvées dans différentes formulations commerciales (Gaucho®, Proteus®, 
Cruiser®…), auraient des effets néfastes sur les abeilles, allant de la désorientation à des 
surmortalités, en passant par des effets sur la reproduction et le comportement (Aufauvre et 
al., 2012; Blacquière et al., 2012). Il est important de préciser que certains insecticides, qui 
ciblent l’ectoparasite de l'abeille Varroa destructor (Cf. I.B.3.3), sont directement appliqués 









Figure 6 : Cladogramme d’espèces du genre Apis construit sur les caractéristiques du 
comportement sexuel. La fréquence moyenne d’accouplement avec des mâles par vol nuptial et le 
pourcentage de sperme de chaque mâle retenu  dans la spermathèque sont indiqués pour chaque 
















produits de la ruche exposant ainsi les abeilles à des doses chroniques de cette molécule 
(Johnson et al. 2013).  
    
   d. Autres contaminants anthropogéniques  
 Les abeilles sont également exposées aux polluants qui se retrouvent dans l'eau, l'air, 
le sol ou les végétaux. Elles ont en plus tendance à bio-accumuler certains métaux lourds tels 
que le plomb (Lambert et al., 2012a). Elles absorbent aussi des polluants issus des rejets 
industriels, comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques qui peuvent aussi être 
retrouvés dans différentes matrices de la ruche (Mullin et al., 2010; Lambert et al., 2012b). 
De plus, il a été montré que la pollution atmosphérique pouvait réduire la capacité de 
détection de certaines abeilles pour les parfums de fleurs, affectant ansi le butinage (Fuentes, 
2008). Une élévation des ultraviolets, liée aux pertes d’ozone atmosphérique, pourrait enfin 
causer des retards et une diminution de la durée de la floraison de certaines plantes (Sampson 
et Cane, 1999).  
 
   e. Une espèce invasive : le frelon asiatique 
 Qu’elle soit alimentaire, parasite, prédatrice, ou compétitrice, une espèce invasive va 
moduler les interactions existantes dans un environnement où l’abeille s’est adaptée, avec un 
impact sur son évolution (Stout et Morales, 2009). Un exemple documenté et médiatisé est 
l’apparition du frelon asiatique (Vespa velutina) en Europe, et notamment en France. Son 
introduction remonterait à 2004, et serait liée à une importation de poteries chinoises du 
Yunnan en Aquitaine (Villemant et al., 2006). Initialement prédateur de l’abeille asiatique (A. 
cerana), le frelon décime les gardiennes d’une ruche avant d’en prélever le couvain grâce 
auquel il nourrit ses larves. Si A. cerana a développé une stratégie de défense efficace contre 
ce prédateur, en le tuant par hyperthermie (Ken et al., 2005), Apis mellifera n’a pas encore 
développé de comportement défensif alors qu'elle constitue environ 37% des proies du frelon 
en France (Rome et al., 2011). 
 
  I.B.3.2. Diversité génétique de l’abeille 
 Chez les Hyménoptères, la fréquence des rapports sexuels, amenant le brassage 
génétique, varie fortement d’une espèce à l’autre, avec un cas particulier chez les espèces 
eusociales, qui présentent des reines reproductrices et des ouvrières stériles. Les abeilles sont 
caractérisées par une forte polyandrie. Lors d’un unique voyage nuptial, les reines diploïdes 









Tableau 1: Les maladies et ravageurs les plus communs de l'abeille. 
Maladie Agent 
Bactérioses  
Loque américaine (MRC) Paenibacillus larvae 
Loque européenne Melissococcus plutonius 
Parasitoses  
Varroase (MDO) Varroa destructor 
Nosémose (MRC) Nosema spp. 
Infestation à Tropilaelaps (MRC) Tropilaelaps clareae 
Acariose à Acarapis Acarapis woodi 
Amibiase Malpighamoeba mellificae 
Mycoses  
Couvain pétrifié Aspergillus spp. 
Couvain plâtré Ascosphaera apis 
Viroses  
Maladie Noire Chronic Bee Paralysis Virus (CBPV) 
Maladie des ailes déformées Deformed Wing Virus (DWV) 
Couvain sacciforme Sacbroodvirus SBV 
 
Autres ravageurs  
Petit coléoptère de la ruche (MRC) Aethina tumida 
Fausse teigne Galleria mellonella 
 
MDO: Maladie à Déclaration Obligatoire; déclaration à l'autorité administrative (Préfecture, 
DDSV), pas de mesures sanitaires 
MRC: Maladie Réputée Contagieuse; déclaration à l'autorité administrative (Préfecture, 
















(Alexander, 1991). La polyandrie augmente la diversité génétique au sein d’une colonie et 
conférerait des avantages adaptatifs dont la stabilité homéostatique de la colonie et une 
réduction des risques d’infection du couvain par des pathogènes (Tarpy et al., 2003, 2013). 
Ainsi, la réduction du pool de diversité génétique disponible dans un paysage (réduction du 
nombre de colonies non apparentées) a un impact sur les abeilles. 
 Certains auteurs ont d'ailleurs émis l'hypothèse qu'il y aurait un lien entre la réduction 
de la diversité génétique de l'abeille domestique et les déclins de leurs populations (Potts et 
al., 2010; Sheppard, 2012). Cette réduction de la diversité, visible dans les ruchers 
commerciaux (Sheppard, 1988), serait due à la sélection de colonies qui amènerait aujourd'hui 
à des échanges intercontinentaux de colonies génétiquement peu diversifiée. Pourtant, le 
commerce raisonné de colonies génétiquement diversifiées pourrait permettre d'introduire de 
nouveaux fonds génétiques dans les ruchers (Harpur et al., 2012). 
 
  I.B.3.3 Pathogènes 
 De nombreux ravageurs et pathogènes peuvent causer des dommages aux colonies 
d’abeilles (Tableau 1). Les maladies des abeilles peuvent être décrites selon leurs symptômes 
mais elles seront ici brièvement citées en fonction du type d'agent pathogène. 
 
   a. Les bactéries des loques européenne et américaine  
 Les bactéries pathogènes des abeilles les plus connues sont les agents des loques, des 
maladies du couvain. Bacillus larvae est l'agent étiologique de la loque américaine (American 
Foulbrood), très contagieuse et mondialement répandue (Genersch, 2008). Les bactéries sont 
ingérées sous forme de spores par les larves et se multiplient jusqu’à provoquer la mort par 
septicémie (Genersch, 2010). L’aspect visqueux pris par les larves va empêcher le nettoyage 
correct des alvéoles, provoquer la dispersion des spores et entraîner la destruction du couvain. 
 Melissococcus plutonius est l'agent de la loque européenne (European Foulbrood). Les 
larves infectées deviennent flasques et meurent: elles prennent une couleur jaune-clair qui vire 
rapidement au brun, tout en se dissolvant en une masse semi-liquide (Forsgren, 2010).  
Des antibiotiques sont reconnus comme efficace pour détruire ces pathogènes, mais 
leur utilisation est interdite car leurs effets sur les abeilles ne sont pas connus, et ils peuvent 
être retrouvés dans les matrices de la ruche tel que le miel, et donc avoir des répercussions sur 













Figure 8 : Pertes mondiales de colonies d’abeilles dues à Varroa destructor rapportées en 2009. 
Bien que V. destructor soit mondialement présent, il n’y pas de rapport officiel de son impact sur les 
colonies d’abeilles sur tous les continents. (D’après Neumann et Carreck, 2010) 
 




   b. De nombreux virus 
 Actuellement, 18 virus ont été identifiés chez les abeilles mellifères (Chen et Siede, 
2007). Hormis le virus filamenteux (FV), ce sont tous des virus à ARN. Seuls les virus les 
plus connus seront listés ici (Ribière et al., 2008). 
- L'ABPV (Acute Bee Paralysis Virus), le CBPV (Chronic Bee Paralysis Virus) et l'IAPV 
(Israeli Acute Paralysis Virus) provoquent des tremblements et des paralysies. Il a été 
suggéré que l'IAPV aurait un lien avec le CCD (Cox-Foster et al., 2007). 
- Le BQCV (Black Queen Cell Virus) ne cause pas de symptômes visibles sur les individus 
infectés mais est détecté par la présence de cellules de reines noircies. 
- Le DWV (Deformed Wing Virus) provoque une déformation des ailes des abeilles qui sont 
alors incapables de voler. 
- Le KBV (Kashmir Bee Virus) ne présente pas de symptômes mais serait lié à des 
mortalités. 
- Le SBV (SacBrood Virus) attaque les larves, les faisant paraître comme entourées d’un sac 
rempli de liquide. 
 La présence simultanée de plusieurs virus dans les colonies a été constatée dans 
certains pays comme la France et les Etats-Unis (Figure 7). Certains de ces virus sont 
associés à Varroa destructor, qui serait le vecteur des virus ABPV, DWV et KBV. 
 
   c. Les acariens parasites 
 Le parasite Varroa destructor est souvent décrit comme un facteur important dans les 
pertes de colonies (Figure 8) (Dahle, 2010 ; Rosenkranz et al., 2010). Initialement présent 
chez A. cerana, il semble avoir trouvé des conditions favorables à son développement chez A. 
mellifera. V. destructor se reproduit dans le couvain tout au long de l’année, avec un pic à la 
fin de l’été (Martin, 2001a). Les parasites se nourrissent de l’hémolymphe des nymphes, ce 
qui altèrerait leur développement, induisant des malformations, un affaiblissement des 
abeilles et leur mort prématurée (Garedew et al., 2004; Boecking et Genersch, 2008). Lorsque 
les abeilles sortent du couvain, les acariens sont transportés par les ouvrières (Figure 9) et se 
propagent dans la colonie. De plus, V. destructor est connu pour être un vecteur de virus (Cf. 
I.B.3.3.b.) (Shen et al., 2005a et 2005b) dont certains joueraient un rôle dans les 












Figure 9 : Les acariens parasites de l'abeille. Ouvrière transportant un Varroa destructor sur son 
thorax (A). La femelle adulte est caractérisée par sa couleur rougeâtre. V. destructor (♀) au 
microscope électronique (B). Tropilaelaps clareae (C) et Acarapis woodi (♂) au microscope (D). 
Acarapis woodi dans un tube trachéal d'abeille. (A. S. Bauer, USDA; B. in Martin and Jones, 2007; C-
E. PaDIl, www.padil.gov.au).  
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 D'autres acariens sont connus pour causer des dommages chez l'abeille (Figure 9). 
Acarapis woodi, un parasite interne du système respiratoire, se développe dans la trachée des 
abeilles, causant des lésions de la paroi et une obstruction des voies aériennes pouvant aller 
jusqu’à la suffocation (Garrido-Bailon et al., 2012). Tropilaelaps clareae, à l’origine un 
acarien de l'abeille géante (A. dorsata) semble également être particulièrement virulent pour 
A. mellifera (Anderson et Morgan, 2007), chez laquelle il provoque des malformations du 
couvain et une mortalité accrue (Sammataro et al., 2000).  
 
   d. Les champignons, dont les microsporidies 
 Des ascomycètes causent deux maladies facilement détectables dans le couvain. 
Ascosphaera apis provoque la maladie du couvain plâtré (Chalkbrood). Les larves infectées 
ne se nourrissent plus, meurent rapidement et se voient entourées d’un mycélium blanc 
(Aronstein et Murray, 2010). Plusieurs espèces du genre Aspergillus, moisissures très 
cosmopolites, ont également été détectées chez l'abeille. Elles sont responsables de la maladie 
du couvain pétrifié (Stonebrood), causant la momification des larves d’abeilles (Vojvodic et 
al., 2011) . 
 Au sein du règne des champignons, il existe un autre embranchement chez lequel on 
retrouve des parasites très originaux des abeilles mellifères : les microsporidies. Deux espèces 
infectent A. mellifera : Nosema apis et Nosema ceranae. N. ceranae apparaît comme une 
espèce de plus en plus ubiquiste et prévalente. Elle est même suspectée par certains auteurs 
d'être à l'origine de dépeuplement de colonies. C'est pourquoi elle constitue un sujet d’étude 
d’importance majeure.  
 




II-   Nosema ceranae, une microsporidie des abeilles 
  
 Parmi les nombreux facteurs délétères des abeilles mellifères, deux agents pathogènes, 
Nosema apis et Nosema ceranae, sont des microsporidies, un groupe de parasites apparentés 
aux champignons. Lors de la dernière décennie, N. ceranae est devenu un facteur de plus en 
plus incriminé dans le déclin des abeilles. Sa découverte ne date que de 1996 et il existe un 
manque de données concernant certaines de ses caractéristiques telles que son cycle de vie. 
Néanmoins, il est possible d’extrapoler à N. ceranae certaines caractéristiques d’autres 
espèces microsporidiennes, en se basant sur les connaissances solides accumulées depuis de 
nombreuses années. 
 L’étude des microsporidies a suscité un intérêt croissant depuis la pandémie de SIDA 
(Desportes-Livage, 1996). Encephalitozoon cuniculi, la première microsporidie découverte 
chez les mammifères en 1922 (Wright et Craighead, 1922) et chez l’homme en 1959 
(Matsubayashi et al., 1959), présenta une forte prévalence chez les individus 
immunodéprimés (Weber et al., 1994), mettant en évidence le caractère opportuniste de ces 
microorganismes. Depuis, la communauté scientifique n’a cessé de s’intéresser à ces 
parasites, infectant de nombreux animaux. 
 
II.A. Nosema ceranae, un parasite microsporidien  
 II.A.1.Généralités sur les microsporidies 
 La première microsporidie fut décrite au milieu du XIXème siècle lorsque la pébrine 
ravageait les élevages de vers à soie (Bombyx mori) du sud de l’Europe, détruisant l’industrie 
européenne de la soie. En 1857, Nägeli identifia l’agent infectieux de cette maladie comme 
étant un microorganisme qu’il nomma Nosema bombycis (Nägeli, 1857). En 1865, Pasteur 
réussit à contrôler la maladie en isolant les individus infectés (Pasteur, 1870). Au vu des 
spécificités morphologiques du parasite, Balbiani (1882) suggéra de le classer dans un nouvel 
ordre, Microsporidia, un regroupement d’organismes caractérisés principalement à l’époque 
par la petitesse de leurs spores comparée aux autres protozoaires.  
 
 De nos jours, les microsporidies sont définies par plusieurs caractéristiques 
spécifiques: 
 
Figure 10: Schéma d’une spore de microsporidie. La spore comprend une paroi très épaisse 
composée de 2 couches, l’endospore et l’exospore, qui recouvre la membrane plasmique. Cette paroi 
rigide assure la protection du matériel infectieux appelé sporoplasme qui renferme également une 






Figure 11: Historique de la position taxonomique des microsporidies. A leur découverte, il y a 
plus de 150 ans, les microsporidies ont été considérées en comme des Schizomycètes. Plus tard, et 
pendant plus de 100 ans, elles ont été placées parmi les Sporozoa, et plus particulièrement chez les 
Cnidospora. En 1983, une hypothèse, basée sur des caractères structuraux, suggère qu’elles seraient 
des eucaryotes primitifs. Au début, les données moléculaires accumulées tendaient à confirmer cela, 
mais il devint clair après plus de 10 ans qu’elles étaient des champignons particuliers même si leur 
place exacte est encore discutée. (D’après Keeling, 2009)  




- Ce sont des parasites eucaryotes à développement intracellulaire obligatoire et elles 
sont dépourvues de mitochondries, ce qui les rend très dépendantes de leur hôte d’un 
point de vue énergétique. 
- Elles survivent dans l’environnement sous forme de spores microscopiques résistantes 
et dont l'organisation est très spécialisée (Figure 10). Les spores contiennent un long 
filament enroulé en spirale, appelé filament polaire ou tube polaire, organite 
participant au processus d'invasion des cellules hôtes (Figure 10).  
- Leurs ribosomes sont de types procaryotes, avec un coefficient de sédimentation de 
70S, faisant des microsporidies un groupe de parasites eucaryotes originaux dont 
l’affiliation taxonomique a longtemps été débattue. 
 
 II.A.2 Une affiliation phylogénétique controversée 
 Le positionnement phylogénétique des microsporidies a été sujet à débat et à de 
multiples changements comme le montre l'historique de leur taxonomie (Figure 11). Tout 
d’abord considérée comme une levure par Nägeli, Nosema bombycis fut classée parmi les 
Schizomycètes (un ancien conglomérat de levures et de bactéries). Puis, sur la base de critères 
morphologiques, les microsporidies ont été placées par Balbiani (1882) dans les Sporozoa, un 
embranchement de parasites pouvant former des spores. Au début du siècle dernier, la 
présence de spores munies d’un filament polaire avait provoqué l'inclusion des microsporidies 
au sein de l’ordre des Cnidospora, avec d’autres organismes qui semblaient partager ces 
mêmes caractères. Grâce aux progrès de la microscopie, elles furent ensuite un temps classées 
sous le terme Archezoa (Cavalier-Smith, 1983): des eucaryotes primitifs dépourvus 
d’organites considérés comme quasi-universels dans ce domaine taxonomique (mitochondries 
et peroxysomes) et présentant un appareil de Golgi non structuré en dictyosomes. Dans les 
années 1980, d’autres données vinrent appuyer cette origine primitive: les coefficients de 
sédimentation des ribosomes microsporidiens et de leurs sous-unités sont en effet similaires à 
ceux des procaryotes (Ishihara et Hayashin, 1968; Curgy et al., 1980) et leur ARNr 5,8S 
n’existe pas sous forme libre, la séquence correspondante restant fusionnée à l’extrémité 5’ de 
la grande sous unité comme chez les procaryotes (Vossbrinck et Woese, 1986). Cependant, 
une décennie plus tard, l’identification de séquences codant pour des protéines de stress 
adressées aux mitochondries (HSP70) permit d’envisager une évolution régressive avec pertes 
secondaire des mitochondries (Germot et al., 1997; Hirt et al., 1997; Peyretaillade et al., 







Figure 12 : Arbre phylogénétique basé sur la protéine SRP54. La protéine universelle SRP54 
appartient au complexe ribonucléoprotéique SRP (signal recognition particle). E. cuniculi émerge près 














la découverte des mitosomes, des reliques de mitochondries ayant perdu nombre de fonctions 
mitochondriales pour ne garder que celles impliquées dans les assemblages de complexe fer-
soufre (Williams et al., 2002 ; Tsaousis et al., 2008). 
 L’hypothèse Archezoa a été définitivement abandonnée suite aux études de 
phylogénies moléculaires basées sur les gènes des ARNr, et les facteurs d’élongation EF-1α et 
EF-2, qui indiquent un branchement plus tardifs des séquences des microsporidies, 
relativement proches de celles des champignons (Vossbrinck et al., 2004). Dans les années 
2000, grâce au séquençage du génome d’E. cuniculi (Katinka et al., 2001) et d’études 
phylogénétiques portant sur la grande sous-unité des ARNr (van de Peer et al., 2000), et sur 
plusieurs dizaines de protéines, les microsporidies sont apparues comme des eucaryotes ayant 
des gènes sujets à une forte réduction de taille, avec des vitesses d’évolutions variables, et 
dont la parenté avec les champignons est de plus en plus acceptée (Figure 12) (Keeling et 
Fast, 2002; Thomarat et al., 2004). Dans une nouvelle classification établie par Lecointre et 
Le Guyadier (2001), les microsporidies sont même classées parmi les champignons comme un 
groupe frère des eumycètes. Plus récemment, une étude phylogénétique basée sur le locus de 
gènes liés au sexe a placé les microsporidies au sein même des eumycètes,  à proximité des 
zygomycètes (Koestler et Ebersberger, 2011). Cependant, Capella-Gutiérrez et al. (2012) ont 
confirmé par une approche de phylogénomique la place des microsporidies comme une 
branche précoce au sein de l’arbre des champignons. La place de ces parasites a donc 
longtemps été débattue, ce qui n’est pas étonnant au vu de la très grande diversité existant 
entre ses membres. 
  
 II.A.3. Un phylum fortement diversifié  
 De nos jours, les microsporidies regroupent plus de 1 300 espèces reparties dans plus 
de 150 genres (Didier et Weiss, 2006). Les microsporidies sont connues comme pouvant 
infecter la quasi-totalité du règne animal (Canning et Lom, 1986 ; Canning, 1993). Elles ont 
un impact sanitaire majeur sur des activités commerciales tels que la pisciculture (Loma 
salmonae), la sériculture (Nosema bombycis), la pénéiculture (Thelohania spp.) ou 
l’apiculture (Nosema apis et Nosema ceranae). Certaines espèces microsporidiennes sont 
responsables de zoonoses : un passage de l’animal à l’Homme est en effet vraisemblable pour 
Encephalitozoon cuniculi dont les isolats issus de patients sont de même sous-types que ceux 
provenant de chiens et de lapins (Mathis et al., 1997). Bien que partageant toutes des 
caractéristiques semblables, les microsporidies forment un groupe hautement diversifié. 
 




 Les microsporidies présentent notamment des variations au niveau de la morphologie 
de la spore aussi bien entre espèces qu’au sein d’une même espèce chez des hôtes différents: 
taille et forme (ovoïde, sphérique, en forme de bâton ou de croissant ; de 1 µm pour 
Enterocytozoon bieneusi à 40 µm pour Bacillidium filiferum ; Vavra et Larsson, 1999), 
épaisseur de la paroi, nombre de noyaux, nombre d'enroulements du tube polaire 
(Canning, 1993; Dunn et Smith, 2001). Le nombre de tours de tube polaire à l’intérieur de la 
spore varie de 4 à 30 et est parfois utilisé comme un caractère taxonomique. 
Une grande diversité est également présente au niveau de la taille des génomes : de 2,3 
Mpb pour Encephalitozoon intestinalis (le plus petit génome eucaryote actuellement connu) à 
24 Mpb pour Octosporea bayeri (Corradi et al., 2010). N. ceranae et N. apis possédent des 
génomes dont les tailles sont estimées à 7,86 Mpb et 8,5 Mpb respectivement (Cornman et al., 
2009 ; Chen et al., 2013). Le  nombre de chromosomes est aussi très variable d’une espèce à 
une autre allant de 8 à 18 (Biderre et al., 1995).   
 Le cycle de développement présente aussi des disparités à la fois dans son contexte 
intracellulaire (directement au contact du cytoplasme de la cellule-hôte ou bien à l’intérieur 
d’une vacuole parasitophore) et dans son déroulement (nombre de divisions au cours de la 
sporogonie). De plus, la mise en évidence de formes monocaryotiques et diplocaryotiques 
chez les microsporidies du genre Amblyospora (Hazard et Brookbank, 1984), ainsi que la 
présence de complexes synaptonémaux (Loubès et al., 1976), et la présence dans les génomes 
d’homologues aux complexes de gènes liés au sexe chez les champignons (Lee et al., 2010) 
suggèrent l’existence d’un cycle sexuel ou de reliques qui lui sont associées, chez certaines 
espèces. Bien qu’il n’existe aucune donnée expérimentale sur la sexualité des microsporidies, 
ces organismes sont souvent cités comme asexués. Des indices phylogénétiques montrent 
qu’ils dériveraient d’un ancêtre champignon présentant un mode de reproduction sexuel, 
fonction qui aurait été perdue par la suite lors d’événements évolutifs (Koestler et 
Ebersberger, 2011). La présence ou l'absence de cycle sexué pourrait avoir des conséquences 
importantes dans les échanges génétiques et donc dans l’évolution de ce groupe.  
 Leurs voies de dissémination des microsporidies sont de plus en plus connues et les 
spores sont la source principale de contamination dans l’environnement. Pour de nombreuses 
espèces, un grand nombre de spores peut être excrété dans les fèces des hôtes infectés 
(transmission directe fécale-orale), et parfois dans l'urine (Goertz et al., 2007). L'infection se 
ferait le plus souvent via l'absorption d'eau ou d'aliments contaminés (Dowd et al., 1998). Il 
existe néanmoins d’autres voies de contamination, comme la transmission par voie aérienne 
 




(Bryan et Schwartz, 1999), la transmission verticale de la mère à la progéniture, ou par le 
biais de vecteurs, notamment certains insectes (Didier et al., 1998).  
 Si certaines microsporidies sont connues pour n’infecter que peu de types cellulaires, 
principalement ceux du compartiment gastro-intestinal, il en existe d’autres ayant plusieurs 
tissus cibles. Enterocytozoon bieneusi, l’espèce la plus fréquemment détectée chez l’homme 
(Desportes et al., 1985), infecte un large spectre de tissus (compartiments gastro-intestinal, 
hépatique, pancréatique, oculaire… ) chez des patients atteints de SIDA mais aussi chez des 
personnes immunocompétentes (Sandfort et al., 1994; Anane et Attouchi, 2010).  
 
 Toutes ces caractéristiques montrent à quel point les microsporidies sont diversifiées. 
Les connaissances accumulées sont heureusement nombreuses, et grâce à elles, la 
communauté scientifique va pouvoir caractériser de plus en plus facilement de nouvelles 
espèces, à l’image de Nosema ceranae, un parasite microsporidien émergent des abeilles 
mellifères.   
 
II.B. Nosema ceranae : une microsporidie de l’abeille  
 Parmi les 150 genres microsporidiens répertoriés, 69 d’entre eux au moins ont pour 
hôte un insecte (Becnel et Andreadis, 1999). Le genre Nosema, le plus fréquent chez ces 
invertébrés, comporte plus de 150 espèces décrites et infecte la quasi-totalité des ordres 
d'insectes, et particulièrement les Lépidoptères et les Hyménoptères (Sprague, 1977). De 
nombreuses études phylogénétiques ne différencient pas clairement les espèces du genre 
Nosema et les espèces du genre Vairimorpha (Baker et al., 1994 ; Moodie et al., 2003 ; 
Ironside, 2007), connues elle aussi pour infecter des arthropodes. Les limites de ces deux 
genres nécessitent donc certainement des réajustements et certains auteurs préfèrent 
mentionner l'ensemble du "groupe Nosema/Vairimorpha", en supposant sa monophylie 
Identifiée très récemment, Nosema ceranae est rapidement devenue un sujet d’étude 
fortement popularisé et médiatisé par le fait qu’elle soit l’un des deux parasites 
microsporidiens (avec Nosema apis) sévissant chez Apis mellifera.  
 
 II.B.1 Découverte de Nosema ceranae 
 Jusqu’à la découverte de N. ceranae, dès qu’une infection était due à une 
microsporidie dans une colonie d’abeilles, N. apis était incriminée par défaut puisqu’aucune 
autre espèce n’avait alors été identifiée. N. apis fut d’ailleurs l’une des premières 
 
Figure 13 : Photographies en microscopie électronique à transmission de coupes transversales de 
spores de Nosema ceranae (A) et de Nosema apis (B). D: diplocaryon; PF avec flèches: tube ou 
filament polaire. Les spores de N. apis sont légèrement plus grandes (6 µm * 4 µm) que celles de N. 
ceranae (5.5µm * 3.3 µm). L’enroulement du tube polaire comprend 18 à 21 tours pour N. ceranae 




Figure 14 : Distribution géographique de N. ceranae et N. apis. Les flèches rouges indiquent 
l’année et le lieu de la première détection de N. ceranae chez A. mellifera; les flèches noires indiquent 
l’année et la localisation d'échantillons prélevés avant 2005, et datés ultérieurement. (Adapté de Klee 
et al., 2007) 




microsporidies décrites et observées, il y a déjà plus d’un siècle (Zander, 1909). Les 
diagnostics d’infections étaient faits par microscopie optique, technique qui, on le sait à 
présent, ne permet pas de différencier les spores des deux espèces (OIE, 2013). Fries (1996) 
utilisa la microscopie électronique (Figure 13) et les outils de biologie moléculaire, obtenant 
la séquence codant l’ARNr de la petite sous-unité ribosomique (SSUrDNA pour small subunit 
ribosomal DNA) des parasites, et constata qu’il existait une seconde espèce microsporidienne, 
celle-ci infectant l'abeille mellifère asiatique Apis cerana, qu'il nomma Nosema ceranae. En 
2005, la présence de N. ceranae fut mise en évidence pour la première fois chez A. mellifera, 
à la fois en Europe et en Asie (Higès et al., 2006;  Huang et al., 2007), en se basant là aussi 
sur la séquence du SSUrDNA des isolats.  
 
 II.B.2. Hypothèse du saut d’espèce, spectre d’hôte et répartition 
géographique 
 Un événement majeur dans l’histoire de N. ceranae aurait été un transfert d’hôte de 
l’abeille asiatique A. cerana vers l’abeille européenne A. mellifera (Klee et al., 2007), 
transfert qui remonterait à plus de vingt ans, comme le suggère l’analyse d’échantillons datant 
de 1990 en Uruguay (Invernizzi et al., 2009). Il est cependant impossible de dater précisément 
quand ce saut aurait eu lieu. Ainsi, la détection synchrone du parasite en Europe et en Asie 
n’aurait pas de lien direct avec le saut d’hôte d’A. cerana vers A. mellifera du parasite, mais 
serait plutôt due à l’utilisation simultanée d'outils moléculaires plus spécifiques.  
 Depuis sa découverte, la présence de N. ceranae a été rapportée dans de nombreux 
continents (Figure 14) (Huang et al., 2007 ; Cox-Foster et al., 2007; Giersch et al., 2009; 
Higès et al., 2009a). Le parasite a également été détecté chez d’autres abeilles à miel 
asiatiques telles que A. florea et A. dorsata (Chaimanee et al., 2010) ainsi que chez des 
espèces de bourdons du genre Bombus (Plischuk et al., 2009; Li et al., 2012). Il est 
maintenant reconnu que N. ceranae (tout comme N. apis) est mondialement retrouvée (Higès 
et al., 2010). 
 
 II.B.3. Nosémoses des abeilles 
 La présence de deux microsporidies chez l'abeille a poussé les scientifiques à 
considérer deux modèles cliniques distincts relatifs aux symptômes spécifiques de chaque 
espèce: les termes de nosémose de « type A » et « type C » ont alors été proposés en 2009 
pour les infections dues à N. apis et N. ceranae, respectivement (COLOSS, 2009).  
 




  II.B.3.1. Nosémose de type A 
 Chez les abeilles infectées, les principaux symptômes d’une infection par N. apis sont 
des tremblements, des abdomens dilatés, de nombreuses marques fécales brunes sur les cadres 
et les façades de la ruche, des abeilles peu vivaces voire mortes à proximité de la ruche, et une 
diminution plus visible au printemps de la taille du couvain et de la colonie (OIE, 2008). Les 
colonies montrent généralement peu de signes d’infection durant l’été, un léger pic du nombre 
de spores détectées chez les hôtes en automne et une légère augmentation des individus 
infectés en hiver. Les abeilles nourricières semblent souffrir d’une activité réduite des glandes 
hypopharyngiennes (Webster et al., 2004). Il est aussi possible que la reine soit remplacée, 
même si seules des preuves empiriques ont été avancées. 
 
  II.B.3.2. Nosémose de type C 
 La maladie due à Nosema ceranae ne présente pas les symptômes évidents rencontrés 
lors d’une infection par N. apis. Selon l’équipe d’Higès (2010), le temps d'incubation dans 
une colonie infectée peut être assez long, ne laissant apparaître aucun symptôme. Il semble 
cependant qu'une colonie infectée montrerait quelques caractéristiques cliniques comme une 
période de reproduction plus longue en période hivernale, une plus forte proportion des cadres 
utilisés pour le couvain, et une diminution de la production et du stockage de miel (OIE, 
2013). Il est néanmoins reconnu qu’une colonie infectée peut ne pas présenter de signes 
cliniques évidents de la maladie, même lorsque celle-ci cause des pertes significatives dans la 
production de miel et dans l’efficacité de la pollinisation de la colonie.   
 Contrairement à N. apis, une infection par N. ceranae peut être détectée dans des 
échantillons tout au long de l’année. En effet, le manque de saisonnalité fut suspecté lors de 
l’analyse d’échantillons datant d’entre 1999 et 2005 (Martin-Hernandez et al., 2007), et 
redémontré plus récemment (Tapaszti et al., 2009). 
 
  II.B.3.3. Prévalence 
  Ce qui attire l’attention des scientifiques et des acteurs de l'apiculture vers N. ceranae 
est le fait qu’elle semble être l’espèce la plus retrouvée dans les populations d’abeilles 
infectées par une microsporidie, comme cela a été montré en Europe et aux Etats-Unis 
(Chauzat et al., 2007; Stevanovic et al., 2010; Martin-hernandez et al., 2011a; Traver et Fell, 
2011), avec quelques exceptions, en Europe notamment où N. apis est plus souvent observée 
(Gisder et al., 2010; Forsgren et Fries, 2013). Il semble aussi que le taux de prévalence de N. 
ceranae serait plus élevé dans les régions les plus chaudes, (Fries, 2010). En revanche, cette 
 




espèce ne semble pas prévenir une infection par N. apis puisqu'aucune compétition ne semble 
s’instaurer entre les deux parasites dans un même environnement (Martin-hernandez et al., 
2011a).  
 Les premières études publiées portant sur des infections expérimentales d’A. mellifera 
par N. ceranae ont très clairement montré que le parasite était fortement pathogène pour cet 
hôte (Higès et al., 2007) et qu’il induisait plus de mortalité que N. apis (Paxton et al., 2007). 
D’autres études ont cependant démontré le caractère aléatoire des taux de mortalité dus à N. 
ceranae (Hartmann et al., 2009), confirmant le besoin de standardiser les protocoles 
d’expérimentations (COLOSS, 2009).  
 Néanmoins, et bien que certaines caractéristiques pathologiques de l’infection par N. 
ceranae se rapprochent de celles de N. apis, N. ceranae reste la microsporidie incriminée dans 
les pertes de colonies (Higès et al., 2008b). Malheureusement, beaucoup d’aspects de son 
cycle de vie et de sa pathogénie restent inconnus à ce jour. 
 
II.C. Cycle de vie de Nosema ceranae 
 II.C.1. Voies de transmission   
  II.C.1.1. Transmission entre individus au sein de la colonie  
 L’infection des abeilles par les Nosema peut se dérouler de différentes façons, mais 
semble toujours liée à l’ingestion de spores. Ces dernières se transmettent lors des activités de 
nettoyage de fèces contaminées (Higès et al., 2010), et de l’entretien des poils du corps. Ces 
comportements sont caractéristiques des jeunes abeilles dédiées à maintenir un environnement 
propre (Winston, 1987). La trophallaxie, c'est-à-dire l’échange de nourriture entre les abeilles, 
est également un vecteur de transmission (Smith, 2012), et est probablement la voie 
d’infection principale des reines (Higès et al., 2009b) et des mâles, qui sont essentiellement 
nourris par les ouvrières (Winston, 1987). Le miel, le pollen et la cire deviennent contaminés 
pendant leur manipulation par les ouvrières lors de la récolte ou du stockage, ils constituent 
un réservoir de spores pouvant contribuer à leur transmission (Higès et al., 2008a; Botias et 
al., 2012). Avant un essaimage, caractérisé par le départ d’une reine et d'un important groupe 
d'abeilles, les ouvrières ont tendance à remplir leur jabot avec du miel pour couvrir les besoins 
énergétique précoce de la nouvelle colonie, emmenant ainsi les spores de N. ceranae dans la 
future colonie (Winston, 1987). 
 N. ceranae, comme N. apis, présente un taux de multiplication dépendant de la 
température, et le nombre de parasites augmente lorsque les abeilles sont longuement 
 




confinées, augmentant le risque de défécation (réservoir parasitaire) et de mort. Au printemps, 
le niveau d’infection peut rapidement augmenter à cause du nettoyage des alvéoles et des 
cadavres par les abeilles, qui s’exposent ainsi à une contamination accrue. La contamination 
de la cire par les fèces, surtout au niveau du couvain, pourrait fournir assez d’inoculum pour 
relancer une infection, et serait probablement un facteur important de récidive (OIE, 2013). 
 
  II.C.1.2. Transmission entre colonies  
 La transmission de parasites entre ruches n'a pas réellement été étudiée mais elle 
pourrait avoir lieu de différentes façons : 
- La « dérive » est un comportement typique des ouvrières butineuses ou des mâles qui 
rentrent dans une colonie différente de celle d’origine, probablement due à des 
problèmes d’orientation lorsque la densité des colonies dans un rucher est élevée 
(Winston 1987). Une étude montre aussi qu’une infection par N. ceranae peut affecter 
le comportement en vol des abeilles, pouvant ralentir leur retour à la ruche et altérer 
leur orientation (Krajl et Fuchs, 2010). 
- Le « pillage » est déclenché par le manque de ressources mellifères qui stimulent les 
ouvrières à récupérer le miel stocké dans des colonies étrangères, et qui peut contenir 
des spores de Nosema (Winston, 1987). 
- Lors du butinage, des abeilles saines peuvent entrer en contact avec les déjections 
présentes dans l’environnement d’abeilles infectées. Elles vont ainsi ramener des 
spores du parasite au sein de leur colonie. De même, lors du « nettoyage » du matériel 
apicole dans un rucher, des abeilles de colonies différentes peuvent venir récupérer le 
miel restant sur les mêmes éléments apicoles, et donc se transmettre le parasite. 
 
 II.C.2. La spore 
  II.C.2.1. Généralité 
 Le stade déterminant dans la stratégie d’invasion de toute microsporidie est la spore, 
une cellule hautement organisée (Figure 10). Elle est le seul stade facilement reconnaissable, 
à partir duquel l’espèce parasitaire peut être identifiée par microscopie. Concernant N. 
ceranae, les spores sont de forme ovalo-cylindrique avec une longueur de 3.3 à 5.5 µm et une 
largeur de 2.3 à 3 µm (Figure 13) (Fries et al., 1996 ; Chen et al., 2009). Elles sont facilement 
identifiables dans les fèces ou contenus intestinaux des abeilles car elles présentent une forte 
réfraction  en microscopie à contraste de phase.  
 




La spore est le seul stade viable dans l’environnement (hors d’une cellule hôte), car 
extrêmement résistante aux agressions extérieures. Les spores de N. ceranae peuvent résister 
à des températures de 60°C pendant 6 h, être congelées pendant 3 semaines ou être conservées 
pendant 1 an à 4°C et ne perdre respectivement que 0%, 20% et 75% de leur viabilité. De 
plus, leur viabilité est conservée plus d’une semaine après dessiccation. (Fenoy et al., 2009). 
Ceci est principalement du à l’épaisse paroi entourant la membrane plasmique de la spore. 
 
  II.C.2.2. La paroi sporale 
La membrane plasmique de la spore mature est surmontée d’une paroi épaisse et rigide 
procurant une très grande résistance lorsque la spore est libérée dans le milieu environnant. 
Chez N. ceranae, elle mesure de 137 à 183 nm d’épaisseur (Fries et al., 1996). De nature 
protéo-chitineuse, elle est constituée de deux couches superposées, facilement identifiables en 
microscopie électronique : l'exospore et l'endospore. L’exospore est dense aux électrons, 
mesure entre 14 et 53 nm (Fries et al., 1996 ; Chen et al., 2009) et contient principalement du 
matériel protéique. En revanche, l’endospore apparaît translucide en microscopie 
électronique, présente une épaisseur de 134 à 158 nm (Fries et al., 1996) et est composée d’un 
réseau de fibrilles de chitine associées à des protéines formant des liaisons avec l’exospore et 
la membrane plasmique, participant ainsi au maintien de la structure de la spore (Bigliardi et 
al., 1996). La partie la plus interne de cette couche semble être en contact étroit avec la 
membrane cytoplasmique. La taille de l’endospore est très amincie (36nm d’épaisseur) au 
niveau de la partie antérieure de la spore, zone où le tube polaire sera éjecté. 
Le nombre exact de protéines constituant la paroi sporale (SWP pour Spore Wall 
Protein) chez les microsporidies est inconnu. Chez N. bombycis, une étude menée par Wu et 
al. (2008) a mis en évidence la présence d’au moins 14 protéines, dont SWP25 et SWP30 
dans l'endospore, et SWP32 dans l'exospore (Wu et al., 2009; Wu et al., 2008). D'autres 
protéines ont par la suite été caractérisées: SWP26, présente dans l’endospore et la membrane 
plasmique lors de la formation de l’endospore (Li et al., 2009) et SWP5, dans l’exospore et 
dans les régions du tube polaire des spores matures (Li et al., 2011). Des protéines sporale ont 
également été mises en évidence chez d'autres microsporidies comme les protéines SWP1 et 
SWP2 au niveau de l’exospore des espèces E. cuniculi et E. intestinalis  (Bohne et al., 2000 ; 
Hayman et al., 2001), EnP1 et EnP2 (EnP pour Endospore Protein) dans l’endospore d'E. 
cuniculi (Peuvel-Fanget et al., 2006) et une chitine déacétylase, localisée à l’interface de 
l’endospore et de la membrane plasmique chez E. cuniculi (EcCDA, Brosson et al., 2005). Le 
séquençage de N. ceranae a permis de mettre en évidence des gènes codant des protéines 
 




homologues de SWP25, SWP26, SWP30, de l’hypothétique SWP4 (HSWP4) de N. bombycis 
et de EnP1, mais elles n’ont pas fait l’objet d’études ciblées pour montrer leur présence chez 
ce parasite.   
 
 II.C.3. Invasion 
 Après ingestion des spores, N. ceranae envahit les cellules épithéliales de l’intestin 
moyen. Les autres tissus que ceux de l’intestin ne semblent pas être affectés de la même 
façon. Une étude montre que les spores ne sont pas observables sur des coupes histologiques 
de l'iléon, du rectum, des tubes de Malpighi, des ovaires ou du corps gras (Higès et al., 
2009b). Selon les études l’ADN du parasite peut (ou non) être détecté par PCR dans les autres 
tissus que ceux du tractus digestif (Chen et al., 2009; Huang et Solter, 2013), mais les 
contaminations d’un organe lors de dissections sont très fréquentes, pouvant alors amener à 
des erreurs de diagnostic. 
 
  II.C.3.1. Appareil invasif 
L’appareil invasif ou appareil d’extrusion est un ensemble spécialisé de quatre 
éléments cytoplasmiques de la spore mature: 
 
 Le disque d’ancrage, aussi appelé « capuchon polaire », est situé au pôle antérieur de 
la spore, à proximité de la zone amincie de l’endospore. Deux parties sont distinguées : le sac 
polaire, structure vésiculaire aplatie formant un dôme qui coiffe le cytoplasme antérieur de la 
spore, et le disque d’ancrage proprement dit, de forme biconvexe et présentant une série de 
couches plus ou moins denses. Ce disque assure une étroite connexion entre la partie centrale 
du sac polaire et l’extrémité du tube polaire. 
 
 Le tube polaire est le composant principal de l’appareil d’invasion. La dévagination 
extrêmement rapide de ce tube, de l’ordre de quelques millisecondes (Frixione et al., 1992), 
assure l’expulsion de l’élément infectieux (ou « sporoplasme », constitué du noyau et des 
composants cytoplasmiques de la spore), et permet son inoculation dans la cellule-hôte. Il 
comprend une partie antérieure rectiligne appelée manubrium, reliée au disque d’ancrage, et 
une partie postérieure enroulée sur un ou plusieurs rangs et nettement plus longue que le 
manubrium. Le nombre de tours de spires varie selon les espèces (4 à 30) (Canning et al., 
1993), et se situe entre 18 et 23 chez N. ceranae (Fries et al., 1996 ; Chen et al., 2009). Chez 
 




cette dernière, le tube polaire a une largeur de 96 à 102 nm, et sa coupe transversale révèle 
quatre parties distinctes : 1) une membrane externe, 2) une couche dense aux électrons de la 
même taille que la membrane externe, 3) une couche moins dense aux électrons d’environ 20 
nm et 4) un centre granulaire d’environ 35nm. Dans la partie la plus postérieure du tube, le 
nombre de couches est réduit à 2.  
La biogenèse du tube polaire implique une importante sécrétion de protéines, appelées 
PTPs pour Polar Tube Proteins (Vavra, 1976b). Trois protéines différentes ont été identifiées 
chez E. cuniculi : PTP1, PTP2 et PTP3 (Delbac et al., 1998 ; Delbac et al., 2001 ; Peuvel et 
al., 2002). Des homologues de PTP1 et PTP2 ont été retrouvées chez E. hellem (Keohane et 
al., 1998) et E. intestinalis (Delbac et al., 2001), et, plus récemment, chez Antonospora 
locustae,  Paranosema grylli et Anncaliia algerae (Polonais et al., 2005, 2013). Le 
séquençage du génome de N. ceranae a permis de mettre en évidence des gènes codant  des 
protéines homologues à ces trois familles de PTPs (Cornman et al., 2009 ), mais aucune étude 
n’a été menée pour les identifier directement dans les spores. 
 
Le polaroplaste est un système membranaire volumineux (pouvant occuper plus du 
tiers du volume sporal) qui s’étend sur la plus grande partie de la région antérieure de la 
spore, entre le disque d’ancrage et le noyau, et encercle le manubrium. Sa partie antérieure, 
dite lamellaire, est caractérisée par un empilement de structures membranaires très aplaties 
Elle serait à l’origine de la membrane plasmique du sporoplasme libéré à l’intérieur de la 
cellule-hôte (Weidner et al., 1984). Sa partie postérieure est composée d’une région 
vésiculaire dense aux électrons. 
 
 L'élément postérieur ou postérosome, localisé au pôle basal de la spore mature, est 
délimité par une membrane. Très peu décrit, son diamètre serait de 0,75 nm. Selon les études, 
il pourrait s’agir d’une vacuole dont le contenu présente un amas très opaques aux électrons, 
mais sa nature reste inconnue. Il a été suggéré que le postérosome pourrait être connecté au 
tube polaire (Fries, 1996) Après extrusion du tube polaire, l'élément postérieur devient 
beaucoup plus imposant dans la spore, laissant penser à un corps mou, sous pression qui 
revient à son état relâché après extrusion et libération d’une partie du contenu sporal. Par 
analogie aux autres microsporidies, cet élément semblerait alors être une vacuole dont le 







Figure 15 : Schéma des différentes hypothèses d’entrée du matériel infectieux dans une cellule-
hôte. L’adhésion de la spore (A) est suivie de la dévagination du tube polaire (B) et la pénétration du 
parasite par la partie apicale de la cellule cible. Deux cas sont possibles : le sporoplasme est libre dans 
le cytoplasme de la cellule (B'), ou il est contenu dans une vacuole parasitophore (B"). Des spores 
intracellulaires peuvent infecter une cellule voisine ou un autre tissu via leur tube polaire (C). La 
pénétration basolatérale pourrait se faire par insinuation du tube polaire au niveau des jonctions 
intercellulaires (D). Une internalisation par endocytose directe de la spore (E) ou du sporoplasme (F) 










  II.C.3.2. L’élément infectieux : le sporoplasme 
 Le sporoplasme est la totalité de l’entité infectieuse qui pénètre dans la cellule-hôte 
lors de l’infection. Il est constitué du (ou des) noyau(x), du polaroplaste et des composants 
cytoplasmiques, mais sans le tube polaire. Comme toutes les microsporidies, le cytoplasme de 
N. ceranae se caractérise par une très grande richesse en ribosome et par l’absence de 
mitochondrie ou de peroxysome, avec des éléments membranaires pouvant être qualifiés de 
réticulum endoplasmique rugueux. Chez certaines microsporidies comme Glugea stephani ou 
Nosema grylli, des activités enzymatiques spécifiques de l’appareil de Golgi ont été 
identifiées dans le sporoplasme au niveau de structures vésiculaires et tubulaires, ce qui 
confirme l’existence d’un appareil de Golgi atypique sans saccules (Takvorian et Cali, 1994; 
Sokolova et al., 2001a et 2001b). Selon l’espèce, deux types de conformations nucléaires 
existent : monocaryotique ou diplocaryotique. Dans ce dernier cas, qui concerne N. ceranae, 
les deux noyaux accolés se divisent de façon synchrone pour former un diplocaryon (Vavra, 
1976a). 
 
  II.C.3.3. Germination sporale et internalisation du parasite 
 Chez N. ceranae, le mécanisme par lequel le sporoplasme envahit la cellule-hôte 
demeure inconnu, mais c’est aussi le cas pour les microsporidies en général. En effet, il est 
depuis longtemps sujet à débat et plusieurs hypothèses sont proposées pour expliquer 
l’invasion cellulaire (Figure 15). 
 L’hypothèse classique pour la pénétration du parasite fait intervenir le tube polaire qui 
jouerait le rôle de l’aiguille d’une seringue. Des constituants présents au niveau de la paroi de 
la spore pourraient être impliqués dans une éventuelle reconnaissance tissulaire (Bohne et al., 
2000) et dans l’initiation du processus d’invasion. La nature de ces interactions n’est pas 
connue mais elles pourraient être le stimulus qui, au contact du tissu épithélial, déclencherait 
un influx d’eau dans la spore et induirait l’augmentation de la taille de la vacuole postérieure, 
ce qui conduirait à l’augmentation de la pression osmotique intrasporale. Cet accroissement 
de pression provoquerait l’extrusion rapide du tube au niveau du capuchon polaire (Frixione 
et al., 1992). Deux origines possibles à cette augmentation de pression osmotique sont 
proposées : d’une part la création d’un gradient de protons à partir de l’environnement alcalin 
autour de la spore (Dall, 1983), ou bien la conversion des réserves de tréhalose en glucose 
(Undeen et Vander Meer, 1999). Il a aussi été montré que des flux d’ions Ca2+ joueraient un 
rôle dans la dévagination du tube polaire (Pleshinger et Weidner, 1985). Grâce à l’inertie de 






Figure 16 : Schéma du cycle de vie de N. ceranae dans une cellule intestinale. La germination est 
l’étape d’internalisation du parasite (A et B). S’en suit une période de multiplication intracellulaire 
(mérogonie, C, D et E), une phase de différenciation intracellulaire (sporogonie, F et G) amenant à la 
formation des spores et enfin, une phase de prolifération du parasite, caractérisée par une libération 










sporoplasme transite au travers du tube jusqu’au cytoplasme de la cellule hôte dans lequel il 
va (1) être libéré (c’est le cas chez N. ceranae) ou (2) demeurer au sein  d’une vacuole 
parasitophore formée simultanément. Les membranes nécessaires au transfert du sporoplasme 
ainsi que la membrane plasmique seraient fournies par le polaroplaste (Figure 15A à 15D). 
 D’autres modèles ont été proposés pour expliquer le processus invasif car les données 
expérimentales ne concordent pas toujours avec le modèle classique d’invasion cellulaire. En 
effet, la vélocité du tube polaire lors de sa dévagination pourrait ne pas être suffisante pour lui 
permettre de traverser la membrane plasmique de la cellule hôte. Des auteurs ont ainsi 
proposé une internalisation de la spore ou du sporoplasme par endocytose (Foucault et 
Drancourt, 2000) (Figure 15E et 15F).  
 
 II.C.4. Multiplication intracellulaire et prolifération  
 Le cycle intracellulaire de N. ceranae est mal connu. Les quelques photographies 
d’intestins infectés où les stades du cycle sont reconnaissables ont permis de distinguer deux 
stades intracellulaires: la prolifération cellulaire (mérogonie) et la différenciation cellulaire 
(sporogonie). Le parasite est en contact direct avec le cytoplasme de la cellule hôte (il n'est 
pas localisé dans une vacuole parasitophore).  
  
  II.C.4.1. La mérogonie 
 Dans cette étape, le sporoplasme parasitaire se multiplie par fission binaire dans le 
cytoplasme d’une cellule hôte, ayant comme résultat la formation de mérontes appariés qui 
vont eux-mêmes continuer à se diviser. Cette caractéristique a été expérimentalement 
observée chez N. ceranae (Figure 16C, 16D et 16E) (Fries et al., 1996; Vavra et Larsson, 
1999 ; Higes et al., 2010). La multiplication du parasite élargit les cellules hôtes et déplace les 
noyaux en position apicale; de nombreuses mitochondries sont placées autour des mérontes, 
ce qui facilite probablement l’obtention de molécules d’ATP dont le parasite a besoin (Higes 
et al., 2010).  
 
  II.C.4.2. La sporogonie  
 La transition avec la sporogonie (marquant ainsi la fin de la phase de prolifération) 
s’effectue lorsque les mérontes appariés vont se séparer et se développer en sporontes. En 
théorie, la formation d’une membrane épaisse plus dense aux électrons sera observable en 
microscopie (Gisder et al., 2010). Les sporontes sont de formes allongées et vont s’arrondir 
 




durant leur développement. Parallèlement, le contenu cellulaire va commencer à s’organiser et 
la paroi va poursuivre son épaississement. Finalement, les sporontes subissent une division 
cellulaire conduisant à la formation des sporoblastes. Ceux-ci sont caractérisés par le début de 
la formation du tube polaire, jusqu’alors indifférencié, et par l’accroissement de la complexité 
cytoplasmique. Ce dernier stade ne se divisera plus. Il poursuit sa maturation par le 
développement complet de la paroi sporale, résultant ainsi en une spore mature (Figure 16F 
et 16G). 
 
  II.C.4.3. Prolifération sporale 
 Après trois jours d’infection, des parasites en formations sont visibles dans quelques 
cellules épithéliales. A six jours, la plupart des cellules en contiennent et des spores matures 
commencent à apparaître. Il a été suggéré que deux types de spores matures pourraient se 
développer. Les spores primaires, rondes et de paroi fine, seraient capables d'infecter les 
cellules hôtes voisines (Figure 16I) (Higes et al., 2010). Les spores dites de résistance, ovales 
et de paroi plus épaisse, seraient libérées dans le lumen de l’intestin lorsque la cellule hôte se 
lyse (Figure 16H) (Wittner et Weiss, 1999 ; Gisder et al., 2010).  
 Le mécanisme à l’origine du relargage des spores dans la lumière du tube n’est pas 
clairement défini. Il pourrait s’agir d’une expansion trop volumineuse du parasite qui ferait 
mécaniquement éclater la cellule. Une seconde possibilité serait que les microsporidies 
profiteraient du turn-over des cellules intestinales afin d’être libérées dans la lumière de 
l’intestin lorsque les cellules sont dégradées. Il a été très récemment montré que les individus 
infectés par N. ceranae étaient moins sujet à une apoptose induite que les sujets sains, laissant 
penser que le parasite serait capable d’inhiber l’entrée des cellules en apoptose (Higès et al., 
2013). Au bout de 10 à 12 jours, les spores seront très présentes dans les fèces des abeilles, 
facilitant les infections inter-individus et un relargage dans l’environnement. 
 
II.D. Caractéristiques d’une infection par N. ceranae 
 Etant donné la difficulté de repérer clairement les symptômes d’une infection par N. 
ceranae, des outils de diagnostics ont été développés afin de détecter le parasite tout en le 









 II.D.1. Diagnostic 
 Le diagnostic des microsporidioses est généralement basé sur l’observation des spores 
dans les échantillons biologiques puis, différentes approches peuvent être employées afin de 
caractériser l’espèce incriminée dans la maladie (Didier et Weiss, 2006).  
   
  II.D.1.1. Microscopie 
 Une approche classique est l'observation des spores en microscopie, qu’elle soit 
optique, à contraste de phase, ou électronique. Lors des premières études sur le sujet, la 
différenciation entre N. ceranae et N. apis n’avait pas pu être clairement établie (Fries et al., 
2006). Néanmoins, les différences ultrastructurales des deux espèces sont maintenant 
connues, et la différenciation peut se faire via microscopie électronique à transmission grâce 
au dénombrement des enroulements du tube polaire ou de la taille des spores (Fries, 2010).  
 
  II.D.1.2. Biologie moléculaire 
  Des approches moléculaires basées sur l’amplification par PCR des gènes codant les 
ARNr des sous-unités du ribosome assurent une discrimination suffisante entre espèces. La 
séquence de l’ARNr de la petite sous-unité permet même la détection simultanée de N. 
ceranae et N. apis au sein d’un même échantillon (Martin-Hernandez et al., 2007). Avec cette 
méthode, le seuil de détection pour les microsporidies est d’environ 10² spores/gramme de 
fèces (contre 104 à 106 pour la microscopie électronique), mais il est impossible de faire de 
quantification. Depuis quelques années d'autres marqueurs moléculaires, codant des protéines, 
ont été développés pour différencier les microsporidies (Cf. Chapitre III). De même, la PCR 
quantitative permet depuis peu le diagnostic des microsporidioses avec un seuil de détection 
très bas (de 500 pg/L à 50 pg/L d’ADN) même en multiplex (Bourgeois et al., 2010).  
 
 II.D.2. Atteinte à l’échelle individuelle 
 Ce qui inquiète principalement le monde apicole quant à la présence de N. ceranae 
dans les colonies d’abeilles est que le parasite a été relié à des effondrement de colonies 
(Higès et al., 2007). Lors d’une infection, les abeilles présentent une dégénérescence des 
tissus épithéliaux de l’intestin moyen dès la première semaine d’infection (Higes et al., 2007). 
Il a également été montré que le parasite induit un stress énergétique (Martin-Hernandez et 
al., 2011b), inhibe la production de transcrits impliqués dans l’immunité (Antunez et al., 
2009; Chaimanee et al., 2012; Dussaubat et al., 2012) et modifie la production d’enzymes 
 




gérant le cycle de vie des abeilles, leur changement d'activité et leur comportement (Goblirsch 
et al., 2013). De plus, le parasite réduirait en moyenne de 9 jours la durée de vie des individus 
infectés (Goblirsch et al., 2013). En agissant ainsi sur la physiologie, la survie et le 
comportement des abeilles, N. ceranae induit des changements radicaux sur le développement 
et l'équilibre de la colonie, pouvant l’amener à s’effondrer. 
 
 II.D.3. Thérapie 
 La recherche de substances anti-microsporidiennes se heurte à de nombreuses 
difficultés en raison du développement intracellulaire des parasites, de la résistance de la paroi 
sporale, et de la faible connaissance de leur métabolisme. Deux molécules sont 
principalement utilisées en traitement : l’albendazole, un inhibiteur de la polymérisation des 
microtubules et donc de la division cellulaire, et la fumagilline, un inhibiteur d'une 
l’aminopeptidase de type II, mais dont la génotoxicité limite leur utilisation systémique 
(Tremoulet et al., 2004; Zhang et al., 2005). En marge de ces deux molécules existe aussi le 
Nitazoxanide, un anti-protozoaire a large spectre qui inhibe l’action de la pyruvate:ferredoxin 
oxidoreductase (PFOR) du système de transport d’électrons (Grob, 2003). Néanmoins, 
d’autres voies thérapeutiques sont à l'essai (Anane et Attouchi, 2010), utilisant des dérivés de 
la fumagilline (TNP-470) moins toxiques ou des niveaux non toxiques d'antibiotiques comme 
l’ovalicine ou des fluoroquinolones qui pourraient être utilisés conjointement à la fumagilline. 
Il a été montré récemment que N. ceranae pourrait échapper à l’action de cette dernière 
(Huang et al., 2013), ce qui met en évidence le besoin de rechercher d’autre molécules.   
 
II.E. Rôle incertain dans les effondrements de colonies 
 Malgré l'absence de symptômes de nosémose, il a été montré que la présence de N. 
ceranae dans des ruches peut provoquer des phases cliniques notables amenant 
progressivement à une forte diminution du nombre d’individus dans la colonie, et ce, jusqu'à 
son effondrement total (Higes et al., 2008b). A partir de ce moment, de nombreuses études 
traitant de l'effet de N. ceranae sur la mortalité des abeilles ont été publiées (revues dans 
Higès et al., 2013), ainsi que sur la relation entre le parasite et les effondrements des colonies. 
Néanmoins, ces études relèvent des taux de mortalités rarement similaires et ne démontrent 
par forcément une telle association entre N. ceranae et les effondrements de colonies. Cox-
Foster et al. (2007) ont observé que, si N. ceranae peut être détecté dans toutes les colonies 




 Figure 17 : Effets de la combinaison N. ceranae - fipronil sur la survie d’abeilles. Les 
données représentent la proportion cumulée d’abeilles survivantes après avoir été exposées à Nosema 
ceranae (rouge), au fipronil (vert), aux deux facteurs de stress (rose).  Les courbes en bleu 
correspondent aux abeilles non infectées et non intoxiquées. Différentes séquences de traitement ont 
été testés (a, b, c et d) : les flèches indiquent le jour de l’infection par le parasite, et le fond gris 
représente les 7 jours d’exposition au pesticide. Les courbes en rose montrent un effet synergique 
délétère lorsque les deux traitements sont combinés, et ce quel que soit leur ordre d'application. 
(D’après Aufauvre et al., 2012) 




les symptômes du syndrome. De même, en suivant 220 ruches pendant 5 ans, Gisder et al. 
(2010) n'ont pas observé de lien entre la présence de N. ceranae et des mortalités ou des 
disparitions d’abeilles.  
 Le rôle de N. ceranae dans le déclin des abeilles apparaît donc discutable et il semble 
donc que la virulence du parasite soit variable d’un individu à un autre, et d’une colonie à une 
autre (Higès et al., 2010). Pour expliquer ce phénomène, deux hypothèses majeures et non 
exclusives peuvent être proposées, mais elles nécessitent d’être validées ou infirmées. 
  L’environnement du parasite influencerait son développement et/ou sa stratégie de 
pathogénicité.  
Cet environnement comprend à la fois l'hôte dans lequel il se développe et les conditions 
environnementales qui peuvent impacter les interactions hôte-parasite. D’une part, le fond 
génétique de l’abeille pourrait ainsi influencer le pouvoir pathogène du parasite. La 
prévalence de N. ceranae semble, par exemple, plus faible chez les Apis orientales (A. 
cerana, A. dorsata et A. florea) que chez A. mellifera, Chaimanee et al. (2010), suggérant 
qu’une telle hypothèse est à approfondir. Notre équipe a comparé la susceptibilité de trois 
taxa d’A. mellifera à une infection par N. ceranae et a montré que, s’il existe un effet du 
fond génétique des abeilles, celui-ci reste plus faible que l'effet de l'historique des colonies 
(Fontbonne et al., 2013). D’autre part, il est connu que les microsporidies sont des 
parasites opportunistes, c’est-à-dire qu’ils profitent d’une atteinte de l’organisme cible 
pour pouvoir mieux se développer. N. ceranae pourrait profiter d'une baisse des défenses 
de l'abeille due à un autre stress (pathogène, contaminant, ressources). N. ceranae peut par 
exemple agir en synergie avec des doses pourtant faibles de certains pesticides tels que le 
fipronil ou le thiaclopride sur la mortalité des abeilles (Figure 17) (Alaux et al., 2010 ; 
Vidau et al 2011 ; Aufauvre et al., 2012). 
  Le fond génétique du parasite influencerait son pouvoir pathogène.  
Il a été proposé que la variation de la virulence de N. ceranae puisse être liée à l'existence 
de différents variants parasitaires (Medici et al., 2011). En effet, ces auteurs ont montré 
qu’il existait plusieurs haplotypes de la séquence du SSUrDNA dans leurs échantillons, et 
se sont demandés si cette variété d'haplotypes se manifestait par l’existence de différentes 
souches de N. ceranae dont le niveau de virulence dépendrait de son background 
génétique. Pour tester cette hypothèse, il faut  être en mesure de différencier puis d'isoler 







Figure 18 : Structures secondaires 
des ARNr des grandes sous unités 
ribosomiques de Saccharomyces 
cerevisiae (à gauche) et Nosema apis 
(à droite). Les régions montrant de 
fortes variations chez les microsporidies 
par rapport aux champignons sont 
indiquées par des boîtes numérotées 
(V1-V12) (D’après De Rijk et al., 
1994 ; De Rijk et al., 1998) 
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III- Génotypage chez les microsporidies 
  
 Certains auteurs ont émis l’hypothèse que la mortalité des abeilles infectées par N. 
ceranae dans les études espagnoles serait associée à une plus grande virulence de la souche 
parasitaire étudiée (Genersch, 2010; Higès et al., 2013). En effet, les plus fortes mortalités 
européennes attribuées à N. ceranae ont été décrites en Espagne, alors que la relation parasite-
mortalité n’a pas pu être établie ailleurs (Higès et al., 2007; Gisder et al., 2010; Stevanovic et 
al., 2010). Afin de confirmer ou d’infirmer l'hypothèse de l'existence de différentes souches 
de N. ceranae, il est indispensable de pouvoir discriminer des variants moléculaires du 
parasite. Les techniques de biologie moléculaire ont permis d'identifier chez différents 
pathogènes, y compris chez certaines microsporidies, des génotypes spécifiques de zones 
géographiques ou d’hôtes. La classification actuelle des microsporidies a elle-même 
largement été basée sur l’utilisation de méthodes moléculaires utilisant les séquences de gènes 
codant des ARNr et/ou des protéines. Dans ce chapitre seront présentés les différents 
marqueurs moléculaires principalement utilisés chez les microsporidies, en se concentrant 
plus particulièrement sur les espèces du genre Nosema et autant que possible sur l’espèce 
infectant les abeilles, N. ceranae. 
 
III.A. Les gènes codant les ARN ribosomaux 
 Les gènes codant les ARNr, appelés ADNr, ont une place primordiale dans l’étude de 
l’évolution et de l’écologie microbienne. Leur ubiquité, leur extrême conservation de 
séquence avec des domaines structuraux à taux d’évolution variables (Woese, 1987), en ont 
fait les marqueurs les plus couramment utilisés pour l’identification des espèces et de leurs 
souches, ainsi que pour les études de phylogénie.  
 
 III.A.1. Caractéristiques des ADNr chez les microsporidies 
 Dans une optique de typage intraspécifique, les analyses moléculaires basées sur les 
séquences des ADNr sont limitées chez les microsporidies (Ironside, 2007), du fait de la 
réduction dans la taille de leur séquence par rapport aux autres eucaryotes (Cf. Chapitre II), 
et du manque de certaines régions variables couramment utilisées en phylogénie (Vossbrinck, 
1987). En effet, il a été montré qu’il existe une importante réduction des ARNr 









Figure 19: Locus ADNr chez Saccharomyces cerevisiae (a) et trois espèces microsporidiennes du 
genre Nosema : N. apis (b), N. bombycis (c) et N. ceranae (d). Les microsporidies ont des séquences 
codant les ARNr plus courtes que celles des autres eucaryotes tels que la levure S. cerevisiae (a). 
Leurs coefficients de sédimentation se rapprochent de ceux des procaryotes. L'organisation des unités 
transcriptionnelles des gènes est variable chez les microsporidies, avec au moins trois organisations 
différentes retrouvées sein du genre Nosema selon l'ordre et le sens des régions codantes (b, c, d). La 
présence du gène de l’ARNr 5S sur le locus chez Nosema apis est incertaine. (d'après Gatehouse and 
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(Peyretaillade et al., 1998b; De Rijk et al., 1998). Ainsi, les séquences codent principalement 
les éléments universels certainement essentiels à la fonction de traduction dans le ribosome 
assemblé. Du fait de cette caractéristique, les alignements de séquences d’espèces proches 
contiennent souvent trop peu d’informations spécifiques pour assigner des topologies 
correctes aux arbres phylogénétiques associés (Vossbrinck et Debruner-Vossbrinck, 2005). 
  
  III.A.1.1. Organisation variable des unités transcriptionnelles 
 Chez la plupart des eucaryotes y compris chez les champignons non-microsporidiens, 
les unités transcriptionnelles codant les ARN ribosomiques sont organisées dans l’ordre 
suivant : 18S - 5.8S - 28S, avec des régions intergéniques transcrites (ITS pour internal 
transcribed spacer) entre le 18S et le 5.8S (ITS1) et entre le 5.8S et le 28S (ITS2) (Figure 19) 
(Ironside, 2007), le gène codant l’ARNr 5S se trouvant à l’extérieur de ce locus. A noter que 
les coefficients de sédimentation peuvent varier selon les espèces (Saccharomyces cerevisiae 
possède par exemple une grande sous-unité de 25S). Chez les microsporidies, l'ARNr 18S 
(codé par le gène SSUrDNA pour rDNA small subunit) est réduit à la taille d’un ARNr 
procaryotique16S. Les ARNr 5.8S et 28S sont eux réduits et fusionnés en un ARNr de 23S 
(gène LSUrDNA pour rDNA large subunit) (Peyretaillade et al., 1998b). Les deux gènes 
SSUrDNA et LSUrDNA sont cependant toujours organisés dans une même unité 
transcriptionnelle, avec en revanche un seul ITS. Comme chez les autres eucaryotes, le gène 
codant l'ARNr 5S ne se trouve généralement pas dans le même locus, ni dans un 
environnement chromosomique proche (Peyretaillade et al., 1998b). N. apis et N. bombi 
présentent ce type d'organisation (Figure 19) bien que la localisation du 5S dans le même 
locus a été suggérée mais remise en question (Gatehouse et Malone, 1998; Tay et al., 2005 ; 
Chen et al., 2013).  
Chez N. bombycis, cette unité présente une organisation différente, avec le LSUrDNA 
localisé en amont du SSUrDNA. De plus, le gène codant l'ARNr 5S est situé sur le même 
locus, en aval de l'unité précédente, de laquelle il est séparé par une région intergénique (IGS 
pour intergenic spacer) (Figure 19) (Huang et al., 2004). Cette organisation se retrouve chez 
d’autres espèces du genre Nosema, comme Nosema spodopterae, Nosema plutellae et Nosema 
antheraeae, tous parasites de lépidoptères et phylogénétiquement proches de N. bombycis ( 
Tsai et al., 2005; Wang et Chen, 2006; Ironside, 2007). Fait unique à ce jour, certains isolats 
de N. bombycis possèdent des allèles où le SSUrDNA est fragmenté en deux régions par une 
région non codante (Iiyama et al., 2004). Ces unités sont néanmoins transcriptionnellement 
actives mais coexistent avec des allèles non fragmentés au sein du même génome. 
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Chez N. ceranae, le locus présente aussi un arrangement spécifique. Le gène de 
l'ARNr 5S se trouve en amont de l'unité SSUrDNA-ITS-LSUrDNA, de laquelle il est séparé 
par un IGS (Figure 19) (Huang et al., 2008). De plus, l'ITS, classiquement utilisé en 
génotypage, est très court chez ce parasite. Ces différentes organisations ont longtemps posé 
problème pour placer les Nosema dans l’arbre phylogénétique des microsporidies, mais aussi 
dans l’organisation même des espèces au sein du cluster des Nosema (Choi et al., 2011). 
 
  III.A.1.2. Multiplicité des loci des ADNr  
 Les loci codant les ARNr sont présents en multiples copies dans les génomes 
microsporidiens, existant le plus souvent sous forme de répétitions en tandem, séparées par un 
IGS (discuté par Gatehouse et Malone, 1998). Chez les Nosema, N. apis est la seule espèce 
pour laquelle de telles répétitions ont été mises en évidence (Gatehouse et Malone, 1998). 
Chez N. bombycis, de nombreuses copies ont été détectées sur différents chromosomes du 
génome, mais leur organisation n’est cependant pas connue (Liu et al., 2008). 
 Chez la plupart des organismes, les copies des ADNr sont soumises à une évolution 
concertée amenant à l'homogénéisation de leurs séquences et prévenant ainsi le maintien 
simultané de plusieurs allèles (Dover et al., 1981 ; Nei et Rooney, 2005). Chez E. cuniculi, 22 
copies du locus ADNr ont été identifiées sur des régions télomériques du génome. Ce locus a 
permis de génotyper des souches parasitaires (Didier et al., 1995), et aucune diversité de 
séquence n'a été mentionnée dans les études publiées (Selman et al., 2013). Singulièrement, 
les Nosema spp. semblent posséder plusieurs copies des ADNr pouvant présenter des 
variations intragénomiques (Gatehouse et al., 1998; Liu et al., 2008; Cornman et al., 2009 ). 
Chez N. bombi, il a clairement été montré qu’il existe plusieurs copies variables du locus des 
ADNr dans une seule et même spore (O’Mahony et al., 2007). Une éventuelle perte 
d'évolution concertée de ce marqueur ne serait donc pas générale aux microsporidies. 
 
 III.A.2. Génotypage chez les microsporidies   
 Le génotypage (différenciation de taxons) basé sur les caractères génétiques, a permis 
la reclassification des microsporidies dans l’arbre du vivant, ainsi que la réorganisation des 
branches au sein du phylum Microsporidia (Vossbrinck et Debrunner-Vossbrinck, 2005). 
Malgré leurs originalités structurelles, les ADNr sont les gènes les plus souvent utilisés pour 
évaluer la diversité génétique entre espèces, mais aussi entre isolats microsporidiens 
provenant d’hôtes et/ou de localisations différentes, ils permettent parfois même de définir des 
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souches parasitaires. Vossbrinck et Debrunner-Vossbrinck (2005) ont montré que la séquence 
du SSUrDNA devait être préférentiellement utilisée pour les études inter-espèces, puisque 
plusieurs tentatives d’amplifications de la séquence du LSUrDNA n’ont pas abouti et que la 
séquence de la région ITS semble variable au sein même d’une espèce. En revanche, 
lorsqu’on veut différencier des souches parasitaires appartenant à une même espèce, cette 
dernière séquence se révèle alors un atout majeur en tant que marqueur moléculaire.  
 Les régions intergéniques sont intéressantes pour la discrimination intra-spécifique car 
moins soumises à la sélection, elles évolueraient plus rapidement que les régions codantes et 
reflèteraient donc mieux la diversité de séquence au sein d'une population. La séquence des 
ITS a ainsi été proposée pour servir de « code-barres » moléculaire chez les champignons 
(Scoch et al., 2012). Cependant, chez les microsporidies, les différentes organisations du 
locus ADNr rendent impossible l'amplification des ITS et IGS avec un unique couple 
d’amorces (Ironside, 2013). Toutefois, l'utilisation d'amorces alternatives prenant en compte 
l'organisation du locus a permis d'étudier ces régions chez certains groupes microsporidiens 
(Huang et al., 2008 ; Santin et al., 2009; Sak et al., 2011 ; Wilkinson et al., 2011 ; Li et al., 
2012). Chez quelques espèces, la détermination de souches parasitaires a même été possible. 
L'étude de l’IGS d'E. cuniculi et de l’ITS d'E. hellem et d'E. bieneusi a ainsi permis de 
distinguer respectivement 3, 4 et 4 souches au sein de ces espèces (Didier et al., 1995 ; 
Liguory et al., 1998; Mathis et al., 1999). Souvent, le polymorphisme est lié à une différence 
dans le nombre de répétitions de courts motifs sur ces séquences. Chez E. cuniculi par 
exemple, la séquence 5’-GTTT-3’ contenues dans l’IGS est répétée 3 fois dans la souche de 
type I, 2 fois dans la souche de type II et 4 fois dans la souche de type III (Didier et al., 1995).  
 
 III.A.3. Génotypage chez Nosema ceranae 
 Les différentes études menées chez N. ceranae montrent que les méthodologies 
précédentes ne sont pas applicables à cette espèce. Huang et al. (2008) ont comparé les 
régions intergéniques (IGS et ITS) des ADNr d’isolats du parasite provenant de différents 
hôtes (4 isolats d’A. mellifera et 2 isolats d’A. cerana) et de différentes régions (3 isolats de 
Taïwan, 1 de France, 1 d’Espagne et 1 de Martinique). La taille de l’ITS est fortement réduite 
chez N. ceranae: 39 pb contre 179 pb et 243 pb pour N. bombycis et E. bieneusi 
respectivement (Figure 19), mais n’est pourtant pas si différente de celles de E. cuniculi et E. 
hellem, longues de 42 pb et 45 pb respectivement. Si la séquence de l’ITS permet de 





Figure 20: Alignement des séquences de l’ITS d'isolats de N. ceranae, N. apis et N. bombi. L'ITS 
de N. ceranae diffère de celui des deux autres espèces mais il est trop court pour être utilisé pour des 
approches de diversité. En effet, une seule variation nucléotidique, une transition chez l'isolat 
provenant de Martinique (G à la place de A), a été observée entre les 6 isolats étudiés (D’après Huang 






Alemania    CGACGATGTG A-TATG-AAA ATATTAATTT GTATTACAT- AATAGAAATT TGAGTTTTTT 
Francia     CGACGATGTG A-TATGGAAA ATATTAATTT GTATTACAT- AATAGAAATT TGAGTTTTTT 
Canada      CGACGATGTG A-TATG-AGA ATATTAATTT GTATTACAT- AATAGAAATT TGAGTTTTTT 
Madariaga   ---------- ---------- -------CTT GTATACTA-- -ATAGAAATT -GAGTTTTTT 
Delta       ---------- ---------- -------CTT GTATACTAT- AATAGAAATT TGAGTTTTTT 
Ayacucho    ---------- ---------- -------CCC TTGATACAT- AATAGAAATT -GAGTTTTTT 
Mar d Plata ---------- ---------- -------CTT GTATAACATG AATAGAAATT TGAGTTTTTT 
 
Alemania    GGCTCTGGGG ATAGTATGAT CGCAAGATTG AAAATTAAAG AAATTGACGG AAGAATACCA 
Francia     GGCTCTGGGG ATAGTATGAT CGCAAGATTG AAAATTAAAG AAATTGACGG AAGAATACCA 
Canada      GGCTCTGGGG ATAGTATGAT CGCAAGATTG AAAATTAAAG AAATTGACGG AAGAATACCA 
Madariaga   GGCTCTGGGG ATAGTATGAT CGCAAGATTG AAAATTAAAG AAATTGACGG AAGAATACCA 
Delta       GGCTCTGGGG ATAGTATGAT CGCAAGATTG AAAATTAAAG AAATTGACGG AAGAATACCA 
Ayacucho    GGCTCTGGGG ATAGTATGAT CGCAAGATTG AAAATTAAAG AAATTGACGG AAGAATACCA 
Mar d Plata GGCTCTGGGG ATAGTATGAT CGCAAGATTG AAAATTAAAG AAATTGACGG AAGAATACCA 
 
Alemania    CAAGGAGTGG ATTGTGCGGC TTAATTTGAC TCAACGCGAG GTAACTTACC AATATTTTAT 
Francia     CAAGGAGTGG ATTGTGCGGC TTAATTTGAC TCAACGCGAG GTAACTTACC AATATTTTAT 
Canada      CAAGGAGTGG ATTGTGCGGC TTAATTTGAC TCAACGCGAG GTAACTTACC AATATTTTAT 
Madariaga   CA-GGAGTGG ATTGTGCGGC TTAATTTGAC TCAACGCGAG GTAACTTACC AATATTTTAT 
Delta       CA-GGAGTGG ATTGTGCGGC TTAATTTGAC TCAACGCGAG GTAACTTACC AATATTTTAT 
Ayacucho    CA-GGAGTGG ATTGTGCGGC TTAATTTGAC TCAACGCGAG GTAACTTACC AATATTTTAT 
Mar d Plata CA-GGAGTGG ATTGTGCGGC TTAATTTGAC TCAACGCGAG GTAACTTACC CATATTTTAT 
 
Alemania    TATTTTGAGA GAACGGTTTT TTGTTTGAGA ATGATAATAG TGGTGCATGG CCGTTTTCAA 
Francia     TATTTTGAGA GAACGGTTTT TTGTTTGAGA ATGATAATAG TGGTGCATGG CCGTTTTCAA 
Canada      TATTTTGAGA GAACGGTTTT TTGTTTGAGA ATGATAATAG TGGTGCATGG CCGTTTTCAA 
Madariaga   TATTTTGAGA GAACGGTTTT TTGTTTGAGA ATGA------ ---------- ---------- 
Delta       TATTTTGAGA GAACGGTTTT TTGTTTGAGA ATGA------ ---------- ---------- 
Ayacucho    TATTTTGAGA GAACGGTTT- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mar d Plata TATTTTGAGA GAACGGTTTT TTGTTTGAGA ATGA------ ---------- ---------- 
 
Figure 21 : Alignement des séquences partielles du SSUrDNA de Nosema ceranae. Les cadres 
rouges entourent les nucléotides polymorphiques des séquences d’Argentine (Alemania, Madariaga, 
Delta, Ayacucho et Mar del Plata). Le cadre vert entoure les nucléotides distinguant les allèles 




Figure 22: Réseau d’haplotypes du SSUrDNA d'isolats de Nosema spp. provenant de différentes espèces de bourdons (genre Bombus) prélevés en 
Chine. Le réseau, visualisé avec HapStar, connecte les haplotypes (cercles blancs) dont les séquences ont été obtenues à partir d’amplifications faites avec le 
même couple d’amorces. Le réseau est basé sur les différences de sites polymorphiques (indiquées par les points noirs) entre séquences prises deux à deux. 
Les zones grises correspondent aux haplotypes d’espèces connues et les groupes entourés en bleu à de nouveaux taxons. Les séquences de références 
(outgroup) sont entourées en rouge. (adapté de Li et al., 2012). 
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apis, sa courte taille semble, dans ce cas, limiter la quantité d'information nécessaire pour 
évaluer un polymorphisme de séquence au sein de l’espèce. Ainsi, sur les 6 isolats, un seul 
nucléotide variable a été retrouvé dans l'ITS (Figure 20) et il serait donc hasardeux de 
conclure à une distinction de souches en se basant sur si peu d'information. L’IGS est lui 
beaucoup plus long, 606 pb contre 279 pb chez N. bombycis, mais présente un polymorphisme 
de séquence intra-isolat, ne permettant pas de définir un profil allélique spécifique à un isolat 
(Huang et al., 2008). Il est donc difficile de conclure sur la validité de l’IGS en tant que 
marqueur moléculaire pour le génotypage. 
 
 Concernant les régions codantes, il a été montré que le SSUrDNA permet de 
différencier les espèces au sein du genre Nosema et de proposer de nouveaux clades 
parasitaires, comme dans le cas des Nosema parasitant les bourdons (Bombus spp.) en Chine 
(Figure 22) (Li et al., 2012). En revanche, peu d’études ont évalué le polymorphisme des 
séquences du locus des ADNr. Williams et al. (2008) sont les premiers à avoir montré du 
polymorphisme dans un fragment de la séquence du 16S de N. ceranae chez A. mellifera.  Si 
les 5 séquences qu'ils ont obtenues depuis différents isolats en Amérique du Nord sont 
identiques, elles diffèrent de celles provenant d’isolats de Chine ou d’Europe par l’insertion-
délétion d’une purine. Les auteurs ont donc proposé l'existence d’haplotypes reposant sur des 
critères géographiques. Medici et al. (2011) ont également mis en évidence 3 allèles distincts 
d’un fragment du SSUrDNA dans des échantillons provenant de 38 régions d’Argentine 
(même si leur alignement en fasse apparaitre 4; Figure 21). Bien que très réduites, ces études 
indiquent  l’existence de différents allèles du SSUrDNA de N. ceranae chez A. mellifera. 
  L'étude la plus complète, et spécifiquement destinée à évaluer la diversité génétique de 
N. ceranae, a porté sur un fragment couvrant l’IGS (615 pb) et une partie du SSUrDNA (560 
pb) de 12 isolats parasitaires collectés dans différentes régions géographiques (Sagastume et 
al., 2011). Ayant parfois séquencé plusieurs clones provenant d’un même échantillon, 79 
haplotypes ont pu être détectés au sein des 105 séquences obtenues, démontrant une forte 
diversité de séquence du locus, qui se retrouve principalement au niveau de l’IGS. 
Etonnamment, aucun isolat, que ce soit un groupe d’abeilles ou même une abeille 
individuelle, n’a donné un unique haplotype, montrant qu'une diversité nucléotidique peut être 
parfois observée au sein d’un unique individu hôte. Par contraste, des haplotypes strictement 
identiques ont été retrouvés dans des isolats géographiquement éloignés. Sagastume et al. 
(2011) en concluent que leurs observations « indiquent clairement que le locus ADNr n'est 









Figure 23: Arbre phylogénétique basé sur la séquence partielle du SSUrDNA de N. ceranae 
isolés de deux espèces d'abeilles, A. mellifera et A. cerana. Chaque taxon représente un unique 
individu. US1–16 représentent des Apis mellifera collectées aux Etats-Unis. C1–11, J1-9, T1-19 
représentent des Apis cerana collectées en Chine, au Japon et à Taïwan respectivement. (D’après Chen 
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 Néanmoins, Chen et al. (2009) ont distingué des séquences du SSUrDNA de N. 
ceranae en fonction des espèces hôtes parasitées (A. cerana ou A. mellifera), et ont suggéré 
l’existence probable de clades de N. ceranae chez l’abeille asiatique A. cerana (Figure 23). 
Ces résultats suggèrent que des clades de N. ceranae pourraient être observables en 
élargissant la gamme d'hôtes du parasite. Cependant, dans cette étude, les échantillons issus 
d'A. mellifera ne sont pas décrits, mis à part que les prélèvement ont été réalisés 16 ans 
auparavant. Ainsi, d'autres facteurs tels que l’ancienneté des échantillons pourraient entrer en 
compte dans ces observations, nous amenant à rester vigilent dans les interprétations.  
 
L'ensemble de ces résultats montre que les séquences du locus ADNr ne semblent pas 
appropriées pour les études phylogénétiques chez N. ceranae, mais qu'elles pourraient l'être 
en étudiant plus largement le genre Nosema ou en élargissant la gamme d'hôtes étudiés. 
Sagastume et al. (2011) ont été les premiers à discuter des implications évolutives de la 
diversité de ces séquences (évènements de recombinaison, stades sexués…). Celles-ci seront 
reprises et détaillées plus loin (Cf IV.C.) en y incluant les données obtenues dans le cadre du 
travail présenté ici. Néanmoins, ces hypothèses sont principalement basées sur l'observation 
du polymorphisme de séquence des ADNr, dont les différentes copies pourraient échapper à 
une évolution concertée, en occultant les autres gènes présents dans le génome. La diversité 
nucléotidique de gènes codant les protéines est en effet peu connue chez les microsporidies. 
 
III.B. Les gènes codants des protéines 
 L'impossibilité de déterminer des taxons intra-spécifiques chez les microsporidies 
montre les besoins de marqueurs génétiques alternatifs, et si possible de loci non-répétés sur 
le génome. Plusieurs gènes, notamment les gènes de ménage, ont été utilisés pour la 
caractérisation moléculaire d'espèces microsporidiennes (Vossbrinck et Vossbrinck-
Debreunner, 2005). Les gènes codant l’ARN polymérase II (RPB1), l’alpha- et la beta-
tubuline seraient même de meilleurs marqueurs que les ADNr pour l’identification des 
espèces (Ku et al., 2007 ; Lee et al., 2008a). RPB1 a par exemple permis de résoudre la 
phylogénie d’espèces polysporales (Cheney et al., 2001). L'étude du polymorphisme 
moléculaire intra-spécifique a cependant plutôt porté sur des gènes de virulence, notamment 
ceux codant des protéines à domaines répétés comme celles retrouvées au niveau de la paroi 











Figure 24 : Génotypage d’isolats d’E. hellem par analyse sur gel d’agarose des produits 
d’amplifications par PCR d'un fragment du gène ptp1. Les codes (1A, 1B, 1C et 2B) au-dessus des 
bandes indiquent le génotype (MW: échelle de poids moléculaire). A chaque génotype correspond une 
taille de produit d'amplification (461, 521, 581 et 611 bp pour les génotypes 1A, 1B, 1C et 2B 
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  III.B.1. Les protéines de la paroi sporale (EnPs, SWPs)  
 Une dizaine de protéines pariétales ont été identifiées chez les microsporidies. E. 
hellem possède deux homologues (EhSWP1a et EhSWP1b) de la protéine SWP1 d'E. 
cuniculi. (Polonais et al., 2010). Les séquences de ces deux protéines sont caractérisées par 
une identité de 84,9%, avec une partie N-terminal identique à 100% et une partie C-terminal 
très divergente (54.7% d’homologie). Ainsi, cette région C-terminal variable pouvant être un 
marqueur génétique d’intérêt  pour des études de génotypage, Polonais et al. (2010) ont 
analysé la séquence nucléotidique correspondante chez 4 isolats d'E. hellem. La séquence de 
EhSWP1a a montré 32 SNP (polymorphisme d’un seul nucléotide, Single Nucleotide 
Polymorphism) et des événements d’insertion-délétion (indels) (représentant un triplet), 
prouvant l’existence d’un polymorphisme intra-spécifique de la séquence du gène. Cela 
suggère que les protéines de la paroi sporale pourraient être utiles aux approches de 
génotypage. N. ceranae possède des homologues à plusieurs EnP et SWP d'E. cuniculi et N. 
bombycis mais aucune n'a fait l'objet d'études à ce jour.  
 
 III.B.2. Les protéines du tube polaire (PTPs)  
 A ce jour, 3 protéines du tube polaire (Cf. II.C.3.1.) - PTP1, PTP2 et PTP3 - ont été 
mises en évidence chez E. cuniculi (Delbac et al., 1998; Delbac et al., 2001; Peuvel et al., 
2002). Des homologues de PTP1 et PTP2 ont aussi été retrouvés chez plusieurs autres 
microsporidies (Keohane et al., 1998; Delbac et al., 2001; Polonais et al., 2005) dont N. 
bombycis et N. ceranae (Wang et al., 2007; Cornman et al., 2009). Ces protéines présentent 
un fort polymorphisme entre espèces, rendant souvent la détection d'homologues difficile par 
simple alignement de séquences, ceux-ci étant parfois détectés par la conservation de la 
synténie c'est-à-dire de la conservation de l'organisation des gènes ptp dans les différents 
génomes microsporidiens (Delbac et al., 2001). Cette forte variabilité des séquences des PTPs 
en font des marqueurs intéressants pour le génotypage. 
 Chez E. hellem, la séquence codant PTP1 a été comparée dans 24 isolats différents 
(Xiao et al., 2001a), mettant en évidence 4 allèles. Les génotypes 1A, 1B et 1C portent 
respectivement six, sept et huit répétition d’un motif de 60pb. Le génotype 2B contient 8 
copies dont cinq sont longues de 66 pb, avec un motif de 6 pb du précédent motif. Ces indels 
induisent une variabilité dans la taille des produits d'amplification du marqueur (Figure 24). 
Des amorces ont ainsi été dessinées pour amplifier spécifiquement la région répétée et ainsi 









Figure 25 : Arbre phylogénétique des séquences du gène ptp1 d’isolats de N. ceranae provenant 
de différents hôtes. La séquence de référence est celle du gène ptp1 d’E. cuniculi. L'arbre présente 
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(Xiao et al., 2001a). La discrimination des isolats semble même meilleure avec cette région de 
PTP1 qu’avec l’ITS et le SSUrDNA d'E. hellem, pour lesquels tous les génotypes n'ont pas 
été observés.  
 
 Chez N. ceranae, trois gènes codant des protéines des 3 familles de PTPs (PTP1, PTP2 
et PTP3) ont été détectés dans le génome (Cornman et al., 2009). Chaimanee et al. (2011) ont 
recherché les possibles relations génétiques entre isolats de N. ceranae provenant de quatre 
hôtes différents du genre Apis en se basant sur le gène codant la protéine PTP1. Aucune 
différence de séquence n’a été observée entre les isolats provenant d'un même hôte, ainsi 
qu'entre les isolats d’A. mellifera et d’A. cerana. Cette absence de diversité nucléotidique 
entre isolats issus d'un même type d'hôte contraste avec les résultats obtenus chez E. hellem 
avec le marqueur ptp1. Cette observation n'a pas été discutée par les auteurs mais elle pourrait 
être aussi bien due à une réelle identité qu'à un biais technique. Cette étude sur N. ceranae est 
en effet basée sur le séquençage de produits de PCR, ce qui implique l’amplification 
préférentielle de certaines matrices (Polz et Cavanaugh, 1998). Il est alors possible que ce soit 
précisément ces mêmes matrices qui ont été séquencées dans les différents isolats, d’où les 
résultats observés. 
 En revanche, 22 et 7 SNP ont été observés entre les isolats d’A. florea et A. dorsata 
respectivement par rapport aux isolats d’A. mellifera/A. cerana. En utilisant la séquence de 
PTP1 de E. cuniculi comme groupe externe, un arbre phylogénétique a permis de former 3 
clades distincts: un premier correspondant aux isolats d’A. florea, un autre aux isolats d’A. 
dorsata et un dernier englobant les isolats d'A. mellifera et A. cerana (Figure 25). Ainsi, 
comme pour le locus ADNr, la séquence du gène ptp1 serait un marqueur moléculaire 
d’intérêt  pour distinguer des isolats de N. ceranae provenant de différentes espèces hôtes.  
 
  La Grèce constituant une combinaison de régions isolées géographiquement et de 
diversité climatique (avec une zone de climat plutôt continental et une zone méditerranéenne), 
Hatjina et al. (2011) ont émis l'hypothèse que de telles conditions pouvaient faciliter la 
diversification de N. ceranae. Pour tester cette hypothèse, le polymorphisme du gène codant 
la protéine PTP3 a été étudié. Si les séquences de PTP3 issus d'isolats répartis sur l'ensemble 
du territoire grec montrent une identité de séquence supérieure à 99.8%, la comparaison des 
données issues du séquençage de produit de PCR et du séquençage de produits de clonages 
post-PCR a bien montré le biais de l’approche précédente, qui masque des SNP. Le 
polymorphisme de PTP3 a cependant été mis en évidence et a même été considéré par Hatjina 
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et al. (2011) comme suffisamment élevé pour empêcher le génotypage de N. ceranae. 
Cependant, les échantillons étaient composés de plusieurs abeilles d’une même colonie, et 
non d’un seul individu hôte, rendant difficile toute interprétation. Avant de conclure sur la 
validité (ou non) d'un tel marqueur, il est nécessaire d'effectuer des études sur un seul individu 
hôte. 
  
III.C. Discussion sur les études de génotypage chez N. ceranae 
 Il n'est pas évident d’affirmer que les marqueurs provenant de gènes codant pour des 
protéines soient de meilleurs marqueurs que les gènes du locus ADNr pour le typage de 
souches de N. ceranae parasitant A. mellifera. Néanmoins, certains marqueurs semblent 
distinguer des clades parasitaires en fonction de l'espèce d'abeille hôte. Il est cependant 
étonnant de constater l'absence de diversité nucléotidique dans certaines études alors que 
d'autres en montrent une relativement importante. Ce phénomène peut être lié à différents 
biais techniques ou d'échantillonnages qui méritent d'être rediscutés.  
 
 L'isolat 
L'étude bibliographique des publications précédemment citées met en évidence la 
grande variabilité des méthodes d'échantillonnage. En effet, un échantillon correspond parfois 
à un groupe d’abeilles provenant d'une même région géographique, d'un même rucher, d'une 
même colonie, parfois il représente un individu unique, et certaines études portent 
simultanément sur plusieurs de ces types d’échantillons. L’utilisation de plusieurs hôtes induit 
cependant un biais qui amène à réaliser des études multi-populationnelle, à moins de 
considérer que les abeilles échantillonnées et rassemblées ne soient infectées par une 
population parasitaire clonale, ce qui est fortement improbable, et du moins non démontré. 
Cette problématique se retrouve dans l'usage du terme "souche" dans certaines publications 
alors que la clonalité des parasites reste fortement hypothétique. La solution à ce problème 
résiderait dans l’utilisation d’une population clonale issu d'isolement et de culture du parasite, 
comme cela est réalisé pour des microsporidies telles que E. cuniculi (Vavra et al., 1972) ou 
Anncaliia algerae (Monaghan et al., 2011). Cependant, si les essais de culture de N. ceranae 
sur cellules d'insectes sont prometteurs (Gisder et al., 2011), ils ne permettent encore ni 
l'isolement de souches ni la production de spores.  En attendant la possibilité d'isoler des 
parasites en culture cellulaire, la définition de l'isolat environnemental peut être améliorée, en 
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considérant le plus petit écosystème parasitaire qu'il est possible de prélever, c'est-à-dire 
d'étudier la population de N. ceranae présente dans un unique individu hôte. 
 
Amplification et séquençage 
Malgré l'utilisation d'enzymes de PCR à haute fidélité, des biais d'amplification 
peuvent se produire (erreurs d'insertion, sur-représentation de matrices, chimères…) et influer 
sur l'estimation de la diversité nucléotidique. Aucune des études précédemment citées n'a 
vérifié ces possibles biais expérimentaux par des contrôles adaptés. Afin de réduire ces biais, 
Sagastume et al. (2011) ont cependant supprimé les singletons (i.e les sites polymorphiques 
observés une seule fois dans leurs données) tout en reconnaissant implicitement que la 
diversité observée a alors pu être sous-évaluée. 
Comme déjà mentionné précédemment, le séquençage direct de produits de PCR 
apporte également un biais en ne produisant qu'un « consensus » de détection des nucléotides 
dominants à chaque position. Afin d'évaluer la diversité d'un échantillon, surtout si celui-ci est 
composé de plusieurs individus hôtes, l’approche de clonage-séquençage parait la plus 
adaptée. Elle permet surtout, en séquençant plusieurs clones (issus d'une PCR à nombre limité 
de cycles, ou mieux encore, de plusieurs réactions de PCR), d'évaluer la diversité 
nucléotidique au sein de l'échantillon, c'est-à-dire d'étudier la population parasitaire intra-
isolat.  
 
Choix des marqueurs génétiques 
Les données de la littérature suggèrent que le locus ADNr et les gènes ptp1 et ptp3 ne 
sont pas de bons marqueurs pour faire du génotypage de  N. ceranae isolés d'Apis mellifera. 
Si la diversité des séquences d’ADNr au sein d’un échantillon pourrait être liée à la 
multiplicité de copies échappant à une évolution concertée, la problématique semble 
différente pour les gènes ptp. Quoi qu'il en soit, un marqueur seul ne semble pas permettre 
l'identification de clades parasitaires infectant A. mellifera. Pourtant cette distinction est 
importante pour comprendre l'histoire évolutive du parasite, sa répartition et ses capacités 
variables de virulence. Une stratégie qui n'a pas encore été envisagée est l'utilisation de 
plusieurs marqueurs. Ce type d'approche, dite multilocus, a permis chez d'autres pathogènes 
d'identifier des taxons (Achtman et al., 2012; http://pubmlst.org/). Enfin, il ne faut pas non 
plus négliger les séquences non codantes présentes sur les génomes, notamment les 



























«On a beau être aventurier, on a beau se sentir explorateur, pionnier des mondes nouveaux,  
on finit un jour par être confronté à des problèmes qui nous surpassent.  
En tous cas un avion qui défonce mon salon, c'est un problème qui me surpasse.» 
 
-- Bernard Werber, L’Empire des Anges -- 
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IV- Polymorphisme génétique de Nosema ceranae : une 
approche multilocus 
   
 Malgré les nombreuses études réalisées pour comprendre l’origine des pertes de 
colonies d’abeilles dans le monde, aucun facteur unique n’a pu être défini comme en étant la 
cause principale. L’ensemble des données scientifiques suggère plutôt que ce phénomène 
aurait une origine multi-causale, qui impliquerait différents facteurs environnementaux, 
biotiques et abiotiques. Cependant, plusieurs études supposent que le parasite intestinal 
Nosema ceranae jouerait un rôle important dans les pertes observées (Martin-Hernandez, 
Meana et al. 2007 ; Higes, Martin-Hernandez et al. 2008). N. ceranae est l'agent de la 
nosémose C (COLOSS, 2009), une des maladies les plus répandues de l’abeille mellifère 
adulte. Bien que cet organisme ait une répartition mondiale, sa présence n’est pas 
systématiquement associée à la nosémose, ni à un dépeuplement des colonies ou à des 
surmortalités (Cox-Foster et al., 2007 ; Invernizzi et al., 2009). Certains auteurs ont émis 
l’hypothèse que ce phénomène serait dû à une variation de la virulence de N. ceranae 
(Williams, Shafer et al. 2008 ; Medici, Sarlo et al. 2011). Celle-ci pourrait être liée à 
l'existence de variants parasitaires, c'est-à-dire la présence de différents génotypes chez N. 
ceranae qui auraient un impact variable sur la santé des abeilles. Afin de tester cette 
hypothèse, il est nécessaire de pouvoir discriminer de potentiels variants.  
 Les données actuelles montrent cependant un manque de données moléculaires fiables 
pour réaliser du génotypage chez N. ceranae (Cf. Chapitre III). Afin de savoir s'il est 
possible de différencier des isolats parasitaires par une approche génétique, ce travail a eu 
pour objectif de discriminer des taxons de N. ceranae issus de zones géographiques éloignées 
en apportant plusieurs améliorations aux approches précédemment utilisées:  
- Nous avons utilisé plusieurs marqueurs génétiques (approche multilocus) pour 
augmenter la quantité de données moléculaires, et évaluer leur pouvoir résolutif. 
- Afin de réduire au maximum les biais de diversité des populations échantillonnées, et 
en l'absence de culture clonale de N. ceranae, nous avons utilisé le plus petit isolat 
possible, c'est-à-dire l'individu hôte; ainsi dans ce travail, un isolat correspond à une 
seule abeille. 
- Grâce au séquençage de plusieurs clones par isolat, nous avons comparé la diversité 











Origine Echantillonneur Nombre d’abeilles 
Pourcentage d'infection 
N. ceranae N. apis 
Burkina Faso Malagnoux O. 6 0 0 
France Roudel M. 5 100 0 
Guyane Corbara B. 63 0 0 
Laos Vandamme J. 36 0 0 
Liban Vandamme J. 30 50 0 
Madagascar Layec Y. 10 0 0 
Maroc Tardieux M. 26 15 0 
Nigéria Tardieux M. 20 0 0 
Suède Fries I. 15 0  7 
Thaïlande Chantawannakul P. 3 100 0 
 
Tableau 2: Origine des abeilles utilisées dans ce travail. La recherche de 
parasites a été réalisée par PCR. Les abeilles provenant de Thaïlande 
(Chaimanee et al., 2011) et de France (LMGE) étaient connues pour être 
infectées par N. ceranae. Seules 4 abeilles issues de France, du Liban, du Maroc 
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IV.A. Matériels et Méthodes 
 IV.A.1. Matériel biologique 
 Afin d’éviter le plus possible les biais multi-populationnels dans notre étude, nous 
avons choisi de définir un isolat comme étant le contenu en parasites d’un seul individu 
hôte. Nous avons supposé qu’a priori, utiliser des abeilles provenant de régions 
géographiquement distantes nous permettrait de faciliter la détection de distances 
génétiques entre isolats. Ainsi, des abeilles de la même espèce (A. mellifera) ont été 
prélevées en 2010 et 2011 dans différentes régions du monde : France, Maroc, Nigéria, 
Liban, Burkina Faso, Guyane, Suède et Thaïlande. Des abeilles de l’espèce A. cerana ont 
également été échantillonnées au Laos (Tableau 2).  
 Les intestins de chaque individu ont été disséqués puis conservés dans 200 µl de PBS 
(50 mM potassium phosphate, 150 mM NaCl). Ils ont ensuite été broyés à l’aide d’un mini 
Potter stérile, et centrifugés pendant 3 min à 2 000 xg. Le surnageant a été filtré sur papier 
wattman grade I, puis de nouveau centrifugé à 8 000 xg pendant 10 min. Les culots ont été 
re-suspendus dans 200 µL de PBS. La lyse des spores a été effectuée durant 15 min à 
100°C. Les débris cellulaires ont été éliminés par centrifugation à 10 000 xg pendant 5 min 
et les surnageants récupérés puis stockés à -20°C. Tous les instruments de dissection et 
d’extraction utilisés ont été stérilisés entre chaque manipulation afin d’éviter les 
contaminations entre isolats.  
 La présence de N. ceranae a été vérifiée avec les amorces spécifiques Nc_D1 / Nc_R1 
(CGACGATGTGATATGAAAATATTAA / TCATTCTCAAACAAAAAACCGTTC), 
amplifiant une région de la séquence codant le SSUrDNA. De même, l’absence de N. apis a 
été vérifiée avec les amorces Na_D1 / Na_R1 (GCATGTCTTTGACGTACTATGTAC / 
CGTTTAAAATGTGAAACAACTATG). Ces amorces correspondent à celles utilisées dans 
l’étude de Martin-Hernandez et al. (2007) et permettent de différencier sur gel 
d’électrophorèse les produits de PCR en fonction de leur taille (320 pb pour N. apis, et 210 pb 
pour N. ceranae). N. ceranae a été détectée dans 40% des pays où il y a eu un prélèvement 
(Tableau 2). N. apis n’a été trouvée que dans une seule abeille provenant de Suède. Aucune 
co-infection par les 2 espèces microsporidiennes n’a été observée dans les 214 individus 
testés. Dans la suite de ce travail seront donc présentés les résultats des expérimentations 
effectuées sur des abeilles provenant de France (LMGE), du Maroc, du Liban et de Thaïlande. 
Une seule abeille de chacun de ces pays, infectée uniquement par N. ceranae, a été utilisée 
pour la suite de l’étude. 
Nom de l’ORF  Amorces sens et antisens (de 5' en 3') 
Gènes inclus dans l'étude de diversité  
SSU-rDNA (DQ486027) MICRO-F2 CACCAGGTTGATTCTGCCTG a,b 
Univ-1390 GACGGGCGGTGTGTACAA a,b 
EnP1B (NCER_100768) EnP1B-F GCATTTGTATTTGGGTGG a,b 
EnP1B-R ACCAGCAGGTCTGCAATC a,b 
PTP2 (NCER_101590) PTP2-F GTAGCCAAGTTGCCACCT a,b 
PTP2-R GGGTTCTGCATCCTTGTC a,b 
HSWP4 (NCER_100828) SWP4-F CATGAACTTAAGGGATTAGCAAG a,b 
SWP4-R CTCTTCGTGTGCATCATCCG a,b 
SWP25 (NCER_100064) SWP25-F GGTTTATGTAGCATTGAGGATGC a,b 
SWP25-R TGCTGGCATACAAGTTCCATC a,b 
SWP30 (NCER_100566) SWP30-F ATGCGGGAATATGAACATCC a,b 
SWP30-R CTTTAACAACTGTGTTCTTTCGTAC a,b 
NCER_100070 NCER_100070-F GCCGGCAACAAAACCTATC a 
NCER_100070-R CGTTACTGGCATCACTGTTGG a 
 NCER_100070_midF AGGCAGGACTCTTCGATCAC b 
NCER_100070_midR TCATCCTGCGGTTTTATTGG b 
NCER_100533 NCER_100533-F GAATTGGGATTTGGAGGAGG a 
NCER_100533-R TCTGAAGGGTCGGGTGAAG a 
 NCER_100533_endF CCGAGGGTCAACAAAATGAC b 
NCER_100533_endR ACATTCCCTGTGGCAAACTC b 
NCER_101600 NCER_101600-F GCCTATGACTTCATTACAAGAAGAATC a,b 
NCER_101600-R TCACTCGTAAGTTTCGCATTTG a,b 
NCER_101165 NCER_101165-F AATCCGCTAACTCGACCTTC a 
NCER_101165-R GAGATTTCGGGTCGACAATG a 
 NCER_101165_endF TCGACCCGAAATCTCAACTC b 
NCER_101165_endR GTGTGCCTTCATCATCATCG b 
Autres gènes  PDH (NCER_100821) aPDH-F ATGATACATTATTATTTGGTAG a 
aPDH-R TTCAGAATAAACATCTTTTAAAA a 
EnP1A (NCER_101082) NCER_101082-F gccatatgACCGCTGTTATTGCTGAAGG a 
NCER_101082-R ttcggatccCATCGATAATAAGGCGAAGAAC a 
Hexokinase (NCER_101108) Nc1108F caccatatgTATGATGTACCAGGTTACAC a 
Nc1108R taggatccAGCTTGTCTTTCACAATCATCG a 
PTP1 (NCER_101591) NCER_101591-F ggtcatatgGCAGGACAACAAGGAAGACCTG a 
NCER_101591-R caggatccGGTGGATTGTTTCCTTGAG a 
PTP4 (NCER_100526) NcPTP4Bam cgggatccTCAACTTCGGGAAACTGG a 
NcPTP4Eco cggaattcCATCAGAAAAGTTCCAGC a 
SWP26 (NCER_100295) NcSWP26Bam cgggatccGACCTTGACCCATTCTGG a 
NcSWP26Eco cggaattcCTTCTTTTCAACGGTTGC a 
Tableau 3: Gènes marqueurs choisis et amorces utilisées lors des amplifications PCR(a) et 
des RT-PCR(b). Les amorces utilisées pour amplifier le SSUrDNA correspondent à celles 
publiées par  Visvesvara et al. (1994) et Zheng et al. (1996). Toutes les autres amorces ont été 
dessinées pour ce travail. Les lettres en minuscule désignent des nucléotides correspondant à des 
sites de restrictions, ne s'hybridant pas sur le gène marqueur mais qui ont été ajoutés en vue d'un 
éventuel clonage en vecteur d'expression. Un nombre insuffisant de clones portant les inserts 
EnP1A et PTP1 ayant été obtenu, ces marqueurs n'ont pas été étudiés par la suite. Les gènes 
codant les protéines PDH, SWP26, Hexokinase et PTP4  ont été étudiés dans un travail 
préliminaire qui ne comprenait que deux isolats.  
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 IV.A.2. Analyses de séquences protéiques 
 Pour sélectionner des marqueurs de diversité, l’algorithme SignalP version 3.0 
(Bendsten et al., 2004; http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-3.0/) a été utilisé pour 
rechercher des peptides signaux sur les séquences protéiques des gènes prédits chez N. 
ceranae. Des travaux (Zhang and Henzel, 2004) ont expertisé la robustesse des algorithmes de 
prédiction de peptides signaux en comparant les résultats de prédiction aux données 
expérimentales pour 270 protéines humaines caractérisées comme protéines secrétées. 
L’algorithme le plus efficace de cette étude était SignalP avec un taux de reconnaissance de 
78% des sites signaux. La détection des motifs répétés sur les séquences protéiques a été 
effectuée à l’aide du logiciel MEME (Bailey et al., 2009; http://meme.nbcr.net/meme/). Les 
séquences des motifs répétés des protéines EnP1B et NCER_101600 obtenues dans 
l'ensemble des données collectées (respectivement 264 et 678 motifs) ont été alignées afin de 
modéliser un logo de ces motifs grâce à l'application WebLogo (Crooks et al., 2004). 
 
 IV.A.3. Extraction d’ARN et RT-PCR  
 Afin de vérifier que les marqueurs sélectionnés sont réellement des gènes exprimés, 
l’ARN total de l’intestin moyen d’une abeille naturellement infectée (rucher LMGE) a été 
extrait avec le kit « SV total RNA Isolation System Kit » (Promega). L’ADN complémentaire 
a été synthétisé à partir de 100 ng d’ARN total en utilisant le kit « ImProm-II Reverse 
Transcription System » (Promega) et une amorce oligo-d(T) (Invitrogen). Les réactions de 
PCR ont été réalisées en utilisant la « GoTaq® DNA Polymerase » (Promega) et à l’aide des 
amorces présentées dans le Tableau 3. Des contrôles ont été réalisés, avec des réactions sans 
transcriptase inverse (contrôles négatifs), et en utilisant de l’ADN génomique de N. ceranae 
comme matrice de PCR (contrôles positifs). 
 
 IV.A.4. Amplification et clonage des marqueurs   
 Les réactions de PCR ont été réalisées dans un volume final de 20 µL contenant 1 µL 
d’échantillon, de 1 à 4 mM de MgSO4 selon le marqueur, 200 µM de chaque dNTP, 0.4 nM 
de chaque amorce, 1 Unité de Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). 
Les réactions d’amplification ont été réalisées à l’aide d’un thermocycleur UnoCycler 
(VWR). Après une étape de dénaturation (30 s à 94°C), 35 cycles ont été répétés avec une 
dénaturation de 30 s à 94°C, une hybridation de 30 s à 52°C, une élongation de 45 s (1 min 
pour le marqueur SSU) à 68°C. Une ultime étape de 15 min à 72°C a été réalisée après ajout 
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d’une unité de « GoTaq® DNA Polymerase » (Promega) pour optimiser le transfert d'un 
résidu désoxyadenosine (A) aux extrémités 3   des amplicons.  
 Les tailles des produits PCR ont été vérifiées par électrophorèse sur un gel d’agarose 
1% dans du tampon de migration TBE (44.5 nM Tris base, 44.45 nM acide borique, 1 mM 
EDTA, pH 8.0), et visualisation au bromure d’éthidium. Les fragments ont ensuite été insérés 
dans le vecteur pCR®II-TOPO en suivant les instructions du fournisseur (TOPO® TA 
Cloning kit, Invitrogen). 100 µl de bactéries Escherichia coli DH5α thermocompétentes ont 
été transformées par choc thermique en présence du mélange réactionnel. Les bactéries ayant 
intégré un plasmide avec un insert ont été sélectionnées sur milieu LB additionné 
d’ampicilline (100 µg.mL-1) et criblées grâce à l’ajout de X-Gal (50 µg.mL-1). Les colonies 
blanches obtenues ont été mises en culture dans du milieu LB-ampicilline et ont été incubées 
à 37°C pendant une nuit. Les extractions des plasmides ont été réalisées en utilisant le kit 
« QIAprep Spin Miniprep Kit » (QIAgen).  
 Un témoin a été réalisé afin d'observer les éventuelles modifications de séquences 
apportées lors de l'ensemble du processus expérimental. Une préparation clonale d'un 
plasmide portant un insert de SWP30 a été utilisée comme matrice pour l'amplification. 
 
 IV.A.5. Séquençage et édition des séquences 
 Les préparations d’ADN plasmidique ont été séquencées (Gatc Biotech, Allemagne) 
de manière bi-directionnelle en utilisant les amorces universelles M13-RP et T7 qui encadrent 
le site d'insertion dans le vecteur. L’analyse et l’alignement des séquences ont été réalisés 
grâce à l’algorithme Clustal W du programme BIOEDIT 7.1.3.0 (Hall, 1999). Les inserts 
ayant été séquencés dans les deux sens, lorsque les résultats étaient contradictoires (différence 
de nucléotides sur les deux séquences), une vérification manuelle sur les 
électrophorégrammes a permis de lever les doutes et de corriger les erreurs de lecture. Après 
élimination des séquences correspondant aux amorces de PCR, toutes les séquences obtenues 
pour chaque marqueur ont été alignées. Lorsque plusieurs alignements étaient possibles du 
fait de la présence d'insertions-délétions (indels), l'alignement le plus parcimonieux a été  
manuellement ajusté.  
 
 IV.A.6. Analyses statistiques  
 Les analyses statistiques concernant la diversité, les ratios de transition/transversion et 
les hypothèses de sélection ont été réalisés sous MEGA5, en utilisant le paramètre « pairwise 
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deletion », qui permet de considérer les indels comme du polymorphisme et non comme des 
sites ambigus à ne pas prendre en compte (Nei and Kumar, 2000 ; Tamura et al., 2011).  
 La diversité nucléotidique d’un marqueur a été calculée en faisant la moyenne des p-
distances (i.e le nombre moyen de différences par site) des séquences prises deux à deux, pour 
toutes les séquences (π) et pour les séquences au sein (πw) et entre (πb) isolats.  
 Afin d’évaluer la divergence des populations isolées, la diversité expliquée par leur 
structure génétique, et la part de la diversité inter-populationnelle par rapport à la diversité 
génétique globale ont été représentées par l’indice de fixation (FST) et le coefficient de 
différentiation évolutive (GST), respectivement. Plus le FST est petit par rapport à la diversité 
globale, moins la composition allélique des sous-populations explique la diversité observée. 
Le GST varie de 0 à 1, plus il est petit, moins la part de la diversité entre populations sera 
importante dans la diversité globale. Les estimations des écart-types ont été obtenues avec une 
itération de 10 000 réplicas.  
 Les biais de transition et transversion (RS/V) ont été calculés à partir du modèle de 
substitution nucléotidique estimé à l’aide de l’algorithme du maximum de vraisemblance 
composée. 
 Les tests sur la sélection, basés sur les substitutions de codons, ont été réalisés en 
calculant la probabilité de rejeter l’hypothèse d’une stricte neutralité (dN=dS) des taux de 
substitution non synonymes (modification d'un acide aminé) et synonymes (mutation 
silencieuse) lorsqu'il n'y a pas de sélection, en faveur d’une hypothèse alternative, soit dN>dS 
pour la sélection positive (évolution adaptative), soit dN<dS pour la sélection purifiante 
(contraintes sélectives ; Yang and Bielawski, 2000). Ils ont été basés sur la méthode Li-Wu-
Luo, et les valeurs de significativité (les tests dont la p-value est <0.05 étant considérés 
comme significatifs) ont été calculées grâce une itération du test avec 10 000 réplicas. 
 
 Des tests complémentaires relatifs aux populations ont été réalisés avec le logiciel 
DnaSP (Librado and Rozas, 2009 ; Rozas, 2009), en éliminant cette fois-ci toutes les positions 
contenant des gaps (« complete deletion »). Les tests statistiques de significativité ont été 
calculés grâce à une itération avec 10 000 réplicas (les tests dont la p-value est <0.05 sont 
considérés comme significatifs). 
 Le test de Tajima (D) permet de distinguer des séquences d’ADN évoluant au hasard 
(hypothèse nulle), ou sous pression de sélection, en se basant sur la valeur de π. Un D négatif 
représente un excès de polymorphisme de faible fréquence, relatif à une population en 
expansion et/ou une sélection purifiante. Un D positif représente des polymorphismes de 
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haute et basse fréquences en nombre restreint, indiquant une diminution de la population et/ou 
une sélection positive (Tajima, 1989) 
 Le test de Ramos-Onsins et Rozas (R2) permet d’étudier l’expansion d’une 
population en se basant sur les fréquences des mutations de sites nucléiques. De faibles 
valeurs de R2 définissent une population ayant subi ou subissant une expansion (Ramos-
Onsins and Rozas, 2002). 
 Le test de Fu (Fs) : permet aussi d’étudier l’expansion d’une population, mais en se 
basant sur la distribution des allèles dans la population. Fs aura tendance à être positif si une 
fréquence d’un allèle est forte comparée aux autres (sélection positive), et négatif s’il y a un 
excès d’allèles rares dans une population (expansion) (Fu, 1997). 
 Le déséquilibre de liaison (ou Linkage Disequilibrium, LD), i.e l’association non-
aléatoire d’allèles sur deux ou plusieurs loci, a été estimé en utilisant le test de Rozas (ZZ). 
Ce test représente la différence entre la corrélation moyenne entre sites polymorphiques 
adjacents (ZA) moins la corrélation moyenne entre tous les sites d’un ensemble de séquences 
(ZnS). Plus les valeurs sont fortement positives, plus la probabilité d’avoir des événements de 
recombinaison est forte entre deux sites (Rozas et al., 2001). 
 La diversité des allèles (i.e, l’hétérozygotie attendue, aussi appelée la probabilité de 
non identité des allèles Hd), le nombre total de paires de sites polymorphiques et le nombre 
de paires de sites polymorphiques dont les LD sont significatifs ont été calculés, afin de 
pouvoir obtenir le nombre de recombinaisons minimum (Rm) pouvant expliquer la diversité.  
 
 IV.A.7. Modélisations 
 Les arbres phylogénétiques ont été construits sous MEGA5, en utilisant l’algorithme 
du maximum de vraisemblance avec 10 000 itérations, le modèle de substitution nucléotidique 
basé sur la méthode de Tamura à 3 paramètres et la plus simple méthode heuristique de 
construction d’arbre, basée sur le « Nearest-Neighbour-Interchange ».  
 Les réseaux d'haplotypes ont été réalisés à l'aide des logiciels Arlequin (Excoffier et 
al., 2005) et HapStar (Teacher and Griffiths, 2011). 
 La modélisation de la structure secondaire de l'ARN de la petite sous-unité du 
ribosome a été basée sur le modèle microsporidien disponible sur le Comparative RNA Web 
site (CRW, www.rna.icmb.utexas.edu) et sur d’autres structures publiées (Hartskeerl et al., 
1993; Dong et al., 2011). Lorsque plusieurs modèles n'étaient localement pas concordants, 
une structure alternative a été proposée. Les sites polymorphiques issus des 39 séquences 
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obtenues dans ce travail et de 88 autres séquences disponibles dans les bases de données 
(Numéros d'accession DQ673615, FJ481912, DQ078785, DQ329034, U26533, DQ374655-6, 
DQ486027-8, GU131043-GU131121), dont les données issues de l’étude de Sagastume et al. 
(2011), ont été localisés sur la structure secondaire. Pour éviter d'inclure des biais (en 
l'absence de contrôle connu pour ces 88 séquences), les singletons ont été éliminés de ce 
dernier groupe de données, comme l'ont fait Sagastume et al. (2011). Les singletons observés 




Figure 26: Recherche de domaines répétés à l'aide du logiciel MEME dans les séquences codées 
par NCER_100533 (a), NCER_101600 (b) et NCER_100070 (c). Au-dessous du motif répété, les 
cadres bleus indiquent la localisation des répétitions de ce motif sur la séquence protéique.  
 
 
                               NCER_101165                   NCER_100533                           EnP1B                     PTP2 
 
 
                            HSWP4                SWP25                 SWP30                             NCER_101600                 NCER_100070 
 
 
Figure 27: Détection de transcrits par RT-PCR. Pour chaque marqueur, un témoin d’amplification 
par PCR sans matrice (a), une amplification par PCR des ADN génomique (b), un témoin de réaction 
de RT-PCR faite sans enzyme (c) et une amplification par PCR sur ADNc obtenu par RT-PCR (d) ont 
été réalisés. Les cadres rouges indiquent les bandes correspondant aux tailles attendues pour les 
produits d’amplifications. Excepté pour les (H)SWPs, le marqueur de tailles moléculaires utilisé est 
identique. Gel d’électrophorèse à 1% d’agarose. 
  




 IV.B.1. Sélection des marqueurs  
 Au total, 12 marqueurs génétiques ont été recherchés et sélectionnés dans le génome 
de N. ceranae (Tableau 3), notamment des homologues aux marqueurs ayant permis de 
différencier des isolats chez d’autres espèces microsporidiennes. Afin d’avoir un point de 
comparaison entre nos résultats et ceux d’études précédentes, la séquence codant le 
SSUrDNA a été choisie, mais dans sa quasi-totalité  (1145 pb sur 1234 pb).  
 Plusieurs gènes codant des protéines de la paroi sporale et du tube polaire ont été 
identifiés dans le génome de N. ceranae. Quatre de ces gènes ont été nommés selon leurs 
homologues connus chez N. bombycis (Tableau 3). Ils codent pour les protéines PTP2, 
SWP25, SWP30 et HSWP4 (Wu et al., 2008, 2009). Le gène NCER_100768 code pour une 
protéine homologue à la protéine de la paroi sporale EnP1 d'E. cuniculi (Southern et al., 
2007), excepté pour ses 32 premiers codons. Nous proposons de déplacer le codon de départ 
du GTG proposé dans le génome vers le premier codon ATG en amont, et de renommer ce 
nouveau cadre de lecture EnP1B, puisque un autre gène (NCER_101082) avec une plus forte 
homologie de séquence avec EnP1 d’E. cuniculi existe déjà dans le génome. Ce dernier gène 
codant EnP1 (NCER_101082) ainsi que celui codant la protéine du tube polaire PTP1 
(NCER_101591), homologue au gène ptp1 chez E. cuniculi, n’ont pas été amplifiés dans tous 
les isolats et/ou clonés en assez grand nombre pour être intégrés dans ce travail. 
 Pour compléter, le génome de N. ceranae a été criblé pour rechercher des gènes codant 
des protéines portant un signal de sécrétion (donc potentiellement sécrétées, comme c’est le 
cas des protéines pariétales) et parfois aussi un domaine répété (des modifications dans le 
nombre de répétitions pouvant faciliter l’identification rapide de souches parasitaires, Cf 
Chapitre III). Quatre gènes codant des protéines portant une séquence signale N-terminale 
ont été choisis. Parmi ces quatre, deux cadres de lecture, NCER_101165 et NCER_100070, 
ont été sélectionnés en raison de leur forte probabilité de comporter un signal de sécrétion 
(0.95 et de 0.97 respectivement). Trois cadres de lecture, NCER_100533, NCER_101600 et 
NCER_100070 codent des protéines portant à la fois un peptide signal potentiel (probabilité 
supérieure à 0.80) et un motif peptidique interne répété cinq fois pour les deux premiers et 12 
fois pour le denier (Figure 26). 
 Afin de vérifier si les neuf cadres de lecture sélectionnés (Tableau 3) correspondent à 
des gènes réellement exprimés, une RT-PCR a été réalisée pour détecter la présence d'ARNm 
de chacun d'entre eux (Figure 27). Il a ainsi été montré que ces gènes de N. ceranae sont 
 
Figure 28: Diversité nucléotidique de 10 séquences codantes de N. ceranae.  La diversité est 
représentée par la moyenne des p-distances (probabilité de différences par site) entre deux 
séquences issues d'un même isolat (πw, cercles bleus) ou d'isolats distants (πb, carrés rouges). Les 
boîtes représentent les écart-types obtenus par 10 000 itérations de calculs. Les lignes verticales 
représentent l’intervalle des p-distances, indiquant les valeurs minimales et maximales obtenues. 
 
 
Figure 29: Arbres phylogénétiques des séquences des gènes codant le SSUrDNA (a) et EnP1B 
(b). La séquence du gène codant le SSUrDNA de N. bombi a été utilisée comme groupe externe pour 
le premier arbre tandis que le second arbre n’en comporte pas, EnP1B n’ayant pas d’homologue 
proche dans les bases de données. Les séquences provenant de France, du Liban, du Maroc et de la 


























































































































































Tableau 4.  Caractéristiques et statistiques des distances génétiques des séquences des 10 marqueurs génétiques de N. ceranae. 







Taille analysée des séquences 1116 pb 732 pb 474 pb 650 pb 655 pb 537 pb 698 pb 671 pb 902 pb 660 pb 
Nombre de séquences 39 41 44 42 39 42 40 37 59 44 
Nombre d’allèles 37 33 22 13 20 25 22 14 27 25 
Nombre de sites variables 66 56 26 14 23 35 23 18 48 31 
Nombre de singletons 55 24 22 14 22 28 16 17 31 24 
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effectivement exprimés dans une abeille infectée et qu’ils pouvaient donc être soumis à des 
processus évolutifs.  
  
 IV.B.2. Polymorphisme intra- et inter-isolats des marqueurs  
 Après amplification et clonage, les plasmides de plusieurs clones ont été extraits et 
leurs inserts ont été séquencés. De 8 à 15 séquences ont été obtenues pour chaque marqueur 
dans chaque isolat et chaque marqueur, pour un total de 426 séquences, disponibles en ligne 
sur GenBank (numéros d’accessions KC680230 à KC680656). Le contrôle expérimental, 
réalisé à partir d’une préparation plasmidique clonale de SWP30, n’a montré aucun 
polymorphisme nucléotidique dans les 15 séquences obtenues, montrant qu’aucun biais n'a été 
introduit lors du processus expérimental. Le polymorphisme observé représente donc bien la 
diversité présente dans les échantillons. 
 Quelque soit le marqueur utilisé, un fort contenu allélique, principalement du à des 
singletons, a été observé, et ceci, même dans les populations provenant d’un seul hôte 
(Tableau 4). Les πw et les πb sont très similaires, montrant qu’il y a, en moyenne, autant de 
variabilité au sein des populations parasitaires infectant une seule abeille qu’entre populations 
infectant des abeilles de régions distantes (Figure 28; Tableau 4). De plus, les maxima des p-
distances intra- et inter-isolats sont très proches (Figure 28), suggérant que les séquences les 
plus polymorphiques peuvent se trouver à l’intérieur d’un même individu parasité. Pour tous 
les marqueurs, les minima des p-distances sont nuls, indiquant qu’il y a toujours au moins 2 
allèles identiques dans un isolat, mais aussi que le même allèle existe dans au moins deux 
isolats différents (Figure 28). Ces données suggèrent que les populations parasitaires 
infectant A. mellifera sont similaires dans les quatre régions échantillonnées. Cette hypothèse 
est soutenue par les faibles valeurs de FST et de GST, c'est-à-dire que la composition génétique 
des sous-populations n’explique pas une telle diversité (FST) et que la part de la diversité 
inter-populationnelle dans la diversité globale est faible (de 0 à 26%) (Tableau 4). Ainsi, la 
diversité nucléotidique est déjà majoritairement présente au sein des isolats. 
 La diversité nucléotidique est variable selon les marqueurs, avec un π moyen allant de 
0.001 à 0.018 pour HSWP4 et EnP1B respectivement (Figure 28, Tableau 4). Néanmoins, 
ces valeurs sont trop faibles, surtout comparées à leurs πw respectifs, pour permettre de 
différencier des populations entre isolats. En effet, les analyses phylogénétiques ne 
parviennent pas à différencier des taxons (Figure 29): peu importe le marqueur et le modèle 




Figure 30: Réseau des haplotypes des gènes NCER_101165 (A) et NCER_101600 (B). Les 
haplotypes sont représentés par des cercles dont la taille représente le nombre d'haplotypes identiques. 
Les cercles sont colorés en fonction de leur origine: France (bleu), Liban (vert), Maroc (jaune) et 




Figure 31: Logo des motifs répétés de EnP1B (a) et NCER_101600 (b), réalisés grâce à 
l’alignement respectifs de 264 et 678 séquences peptidiques obtenues pour tous les isolats. La hauteur 
de chaque lettre est proportionnelle à la fréquence de l’acide aminé correspondant et la taille globale 
d’un empilement de lettre est proportionnelle à la conservation de la séquence à la position 
correspondante (100% de conservation correspond ici à un score de 4.32 bits). 
 
Figure 32: Alignement partiel et centré sur les motifs répétés des séquences protéiques de EnP1B des différents isolats. Le consensus des séquences est 
indiqué en première ligne. En dessous, les lignes symbolisent une identité, les lettres une substitution d’acide aminé, les points des substitutions nucléotidiques 
synonymes et des vides représentent des délétions. L’étoile indique une substitution non-sens. Les motifs répétés sont séparés par des lignes verticales et sont 




Tableau 5 : Statistiques des tests sur la sélection et l’évolution des populations des séquences des 10 marqueurs génétiques de N. ceranae. 







Mean pairwise transition  





















Overall transition to 
transversion bias, Rs/v 4.10 5.46 3.63 13.02 8.93 6.86 4.81 345.8 4.70 3.56 
Nb of synonymous, missense, 
nonsense SNPs - 29,26,1 7,19,0 6,8,0 10,12,1 13,21,0 6,17,0 13,4,1 23,25,0 13,17,1 
Rejection of dN=dS in favor of 
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Polymorphic pairs with 
significant LD w/, w/o correction 
(total pairs) 
69,0 (2016) 104,29 (903) 9,1 (300) 3,0 (91) 4,0 (253) 25,5 (595) 23,21 (231) 5,0 (91) 45,27 (171) 22,10 (435) 
Minimum number of 
recombination events (Rm) 2 6 0 0 0 2 2 0 4 1 
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faibles valeurs de bootstrap. Globalement, ces données suggèrent que la faible divergence 
génétique des isolats empêche toute tentative de génotypage avec les marqueurs sélectionnés 
chez N. ceranae, même via une approche multilocus. Ceci est également visible avec les 
cartes des réseaux d'haplotypes des gènes, qui ne montrent jamais de regroupements en 
fonction de leur origine (Figure 30).  
 A noter qu’une étude préliminaire sur deux isolats seulement avait montré des résultats 
similaires pour deux gènes du métabolisme codant la sous-unité alpha de la pyruvate 
déshydrogénase (PDH) et une hexokinase potentiellement sécrétée (Cuomo et al., 2012), ainsi 
que pour trois gènes codant des protéines de la paroi sporale ou du tube polaire (SWP26, 
PTP1 et PTP4, Tableau 2). En comparant les séquences provenant des isolats de France et du 
Maroc pour ces marqueurs, aucun taxa n’avait pu être mis en évidence, et les diversités 
nucléotidiques intra-isolats montraient déjà de fortes valeurs.  
 
 IV.B.3. Nature des caractères polymorphiques 
 Les forts biais de ratios transitions/transversions suggèrent que tous les marqueurs sont 
soumis à des processus évolutifs. Les tests de sélection confirment cette observation, en effet, 
tous les marqueurs codant des protéines montrent le rejet d’au moins un test de neutralité 
(Tableau 5). Pour la majorité d'entre eux, le test de sélection basé sur les codons rejette 
significativement l’hypothèse nulle en faveur de l’hypothèse d’une sélection purifiante (dN < 
dS), suggérant des contraintes sélectives plutôt qu'un processus d'adaptation. Cependant, 
quatre marqueurs présentent des mutations non-sens, conduisant à une protéine certainement 
non-fonctionnelle, suggérant que les marqueurs pourraient être soumis à des processus 
évolutifs plus complexes. 
 EnP1B et NCER_101600 montrent d’importants événements d’insertion-délétion 
(indels) de triplets de nucléotides, qui n’introduisent donc pas de changement dans le cadre de 
lecture. Les indels d'EnP1B conduisent ainsi à une différence dans le nombre de répétitions 
d’un motif de 7 acides aminés (Figure 31 et 32). Pour NCER_101600, un motif plus 
complexe a été mis en évidence, contenant deux motifs répétés proches, de 14 et 16 acides 
aminés, ayant une base commune de 9, voire 14 résidus (Figure 31). Ces indels, pouvant 
atteindre des tailles très importantes jusqu'à 444 pb, génèrent une variation de la longueur des 
produits d’amplifications de NCER_101600. Bien que tous les allèles de tailles différentes ne 
soient pas présents dans nos données de séquences pour chaque isolat, les produits 
 
Figure 33: Modèle de structure secondaire de l’ARNr de la petite sous-unité ribosomique de N. 
ceranae. Les hélices communes avec les modèles procaryotes sont indiquées par des nombres. Les liaisons en gris ne sont 
pas présentes dans tous les modèles proposés dans la littérature. Les boîtes contiennent des structures alternatives possibles. 
Les deux triangles noirs indiquent le début et la fin de la région ciblée dans ce travail. Les sites variables sont indiqués par 
des lettres, les délétions par des triangles () et les insertions par des lettres encadrées (\xxx/). Les lettres en majuscules, 
minuscules et soulignées indiquent respectivement des sites polymorphiques présents dans nos données (X), au moins deux 
fois dans les 88 séquences de la base de données (x), ou au moins une fois dans la base de données (X). Les étoiles indiquent 
un site variable présent dans au moins 5% des séquences analysées. Le signe "√"  indique des régions fortement variables 
dans la séquence du modèle microsporidien du CRW. 
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d’amplifications dominants, longs de 801 pb et 951 pb, ont été observés sur gel d’agarose 
pour tous les échantillons. 
  Parmi les sites polymorphiques observés sur les séquences du SSUrDNA, la majorité 
se retrouve sous formes de SNP, 70.8% et 16.7% étant respectivement des transitions et des 
transversions, les 12.5% restants étant des indels. Ces sites variables ont été localisés sur un 
modèle de la structure secondaire de l'ARNr de la petite sous-unité du ribosome (Figure 33). 
Les hélices sont moins porteuses de variabilité que les autres régions, et la majorité des 
mutations dans les hélices ne modifient pas fortement les appariements de bases, suggérant 
que les événements mutagènes ne sont pas aléatoires, ce qui a été confirmé par la suite par 
Sagastume et al. (2013). 
  
 




 IV.C.1. Une absence de divergence malgré la diversité de N. ceranae 
 Les études précédentes n’ayant pas permis de génotyper des souches ou des isolats de 
N. ceranae en se basant sur un seul marqueur, nous avons cherché à savoir 1) si une approche 
multilocus pouvait augmenter le pouvoir résolutif des données de diversité nucléotidique et 
permettrait de discriminer des populations parasitaires, et 2) si une part de cette diversité est 
déjà présente au sein même d’un isolat (i.e, à l’échelle d’un individu hôte). De manière 
inattendue, ce travail a montré que si chacun des 10 marqueurs utilisés présente une 
hétérogénéité de séquences, cette diversité est déjà essentiellement présente au sein même 
d’une seule abeille. De plus, une faible divergence génétique a été observée entre populations 
parasitaires infectant des abeilles échantillonnées dans des sites géographiquement éloignés. 
 
  IV.C.1.1. La diversité nucléotidique des gènes de N. ceranae 
 Pour tous les gènes testés, la plupart des sites variables observés sont des singletons, 
c’est-à-dire des positions variables présentes une seule fois dans les données obtenues 
(Tableau 4). Cette faible redondance suggère que la diversité nucléotidique est certainement 
largement sous-estimée. Ainsi, les différences de valeurs de diversité observée entre les dix 
marqueurs (Tableau 4; Figure 28) pourraient aussi bien être dues à ce manque de données 
plutôt qu’à une réelle différence de leur variabilité intrinsèque.  
 Concernant le SSUrDNA, bien que variable chez les microsporidies, des niveaux de 
diversité similaires à la valeur observée dans ce travail (π = 0.0045 ± 0.0008) ont été observés 
dans des régions du locus ADNr chez N. ceranae et plusieurs autres espèces proches incluant 
N. bombycis, N. granulosis et Vairimoprha cherachis (π allant de 0.003 à 0.009) (Ironside, 
2013; Sagastume et al., 2013). De plus, une hétérogénéité dans les séquences des ADNr a 
également été observée chez N. apis et N. bombi (Gatehouse and Malone, 1998; Tay et al., 
2005; O’Mahony et al., 2007), suggérant que ce fort polymorphisme pourrait être un trait 
commun au groupe Nosema/Vairimorpha. 
 Ce travail montre, de manière inattendue, que ce polymorphisme n’est pas restreint au 
locus ADNr, présent en copies multiples sur le génome, mais s’applique aussi aux gènes 
codant des protéines, supposés être présents en copies uniques dans le génome, avec des 
valeurs de  π allant de 0.0010 à 0.0178 (Tableau 4). 
 EnP1B est le marqueur qui montre à la fois la plus forte diversité nucléotidique, le plus 
grand pourcentage de paires de sites polymorphiques dont le déséquilibre de liaison (LD) est 
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significatif, et le plus fort Rm (Tableau 4 et 5), suggérant qu’il pourrait être soumis à un 
processus évolutif particulier. EnP1B montre en outre des évènements d’insertions-délétions 
correspondant à un motif peptidique répété (Figure 31). Chez E. cuniculi et E. intestinalis, la 
protéine EnP1 présente des répétitions d’un motif peptidique de fixation à l’héparine (heparin 
binding motif), impliqué dans l’adhésion du parasite à la surface des cellules-hôtes in vitro 
(Southern et al., 2007). Si le motif d’EnP1B est lui aussi impliqué dans une telle interaction, 
son fort polymorphisme pourrait être alors lié à son implication dans la virulence du parasite. 
En effet, la maintenance du polymorphisme est une caractéristique des gènes impliqués dans 
les relations « gène à gène » (GFG pour « gene-for-gene ») entre un parasite et son hôte 
(c’est-à-dire entre gènes de l’hôte et du parasite dont les produits interagissent), notamment 
lors des phénomènes d’auto-infections et de maladies polycycliques, ce qui est supposé être le 
cas chez N. ceranae (Tellier and Brown, 2007). Le fait que NCER_101600 présente des indels 
et des caractéristiques similaires à EnP1B (forts π et Rm, plus de paires de sites avec LD 
significatif) suggère qu’il pourrait aussi être impliqué dans un mécanisme d’interaction entre 
l’hôte et le parasite via un complexe GFG, et donc dans la pathogénie de N. ceranae. 
   
          IV.C.1.2. L’absence de divergence entre isolats empêche leur discrimination 
 Bien que les populations parasitaires proviennent de régions éloignées, les faibles 
valeurs de FST et GST pour les différents marqueurs (Tableau 4) indiquent qu’aucune 
différenciation génétique ne peut être établie entre elles. Même la plus forte valeur de GST du 
gène NCER_101165 est insuffisante pour discriminer des isolats, malgré le regroupement des 
haplotypes marocains (Figure 30). Ce résultat est en accord avec les études précédentes sur 
les marqueurs ADNr, PTP1 et PTP3 qui, elles aussi, n’ont pas permis le génotypage de 
parasites (Huang et al., 2008; Chen et al, 2009; Chaimanee et al., 2011 ; Hatjina et al., 2011 ; 
Sagastume et al., 2011). Tous ces travaux suggèrent que des abeilles géographiquement 
distantes sont infectées par des populations parasitaires similaires. Ainsi, bien que N. ceranae 
montre une forte diversité de séquences, celle-ci ne permet pas de discriminer des variants 
parasitaires, même en se basant sur l’étude simultanée de plusieurs marqueurs génétiques.  
 Les données de ce travail laissent aussi supposer que cette absence de divergence peut 
être généralisée à tous les gènes codant chez N. ceranae. En revanche, il n’est pas possible 
d’extrapoler nos résultats aux séquences non codantes de N. ceranae. Une étude menée sur 
des séquences de microsatellites par la technique d'ISSR (inter-simple sequence repeat) a 
récemment été présentée lors d'un congrès (Branchiccela et al., Apimondia 2013), suggérant 
que les profils d’amplifications des ces régions sont variables. Deux amorces ont permis la 
  
Figure 34: Hypothèse évolutive du passage de N. ceranae chez A. mellifera. N. ceranae est 
présente chez trois espèces d’abeilles asiatiques. La phylogénie des ces espèces et d’Apis mellifera est 
donnée par l’arbre jaune à gauche (Lo et al., 2010). Les données moléculaires sur le marqueur PTP1 
distinguent des clades parasitaires infectant les trois espèces asiatiques (arbre phylogénétique bleu à 
droite, Chaimanee et al. 2011), suggérant des mécanismes adaptatifs.  Les populations infectant A. 
cerana et A. mellifera ne sont pas distinctes, suggérant un saut d’espèce récent ou une absence 
d’isolement des parasites qui passeraient encore actuellement d’un hôte à l’autre. Les données 
moléculaires de ce travail suggèrent que la population de N. ceranae est en expansion chez A. 
mellifera, de par la colonisation de ce nouvel hôte et l’aide probable des échanges commerciaux de 
colonies. N. ceranae n’aurait pas encore eu le temps d’évoluer chez A. mellifera, ce qui en ferait un 
modèle intéressant pour observer une adaptation d’un parasite à un nouvel hôte.  
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différentiation de profils grâce auxquels les isolats parasitaires sont rassemblés dans trois 
clusters en fonction de leurs zones géographiques d'origine. En contraste avec nos données, il 
serait alors possible de faire du typage moléculaire chez N. ceranae sur des séquences non 
codantes hypervariables. Toutefois, seules deux amorces parmi toutes celles testées ont 
permis une telle différenciation. De plus, tous les profils ISSR obtenus avec ces amorces ne 
sont pas groupés et les trois groupes obtenus sont chevauchants, suggérant que cette approche 
ne semble pas non plus très discriminante.  
 
  IV.C.1.3. Indices sur l’évolution de N. ceranae chez A. mellifera 
 Afin de comprendre ce phénomène, différents indices ont été utilisés pour voir s’il 
était possible de retracer une histoire évolutive du parasite. Les valeurs significatives de R2 et 
les valeurs significativement négatives de D et surtout de FS (qui est significativement négatif 
pour presque tous les marqueurs sauf NCER_101600; Tableau 5) sont caractéristiques d’une 
population en expansion (Ramirez-Soriano et al., 2008). La très faible divergence entre 
populations, observée via le FST et GST (Tableau 4) et les topologies des arbres (Figure 29), 
suggère qu’une telle expansion aurait émergé d’une population initiale déjà peu divergente. 
Ces résultats sont concordants avec l’hypothèse d’un saut d’espèce  de N. ceranae depuis son 
hôte d’origine, l’abeille asiatique A. cerana, vers le nouvel hôte A. mellifera lors d'un 
rapprochement récent entre les deux hôtes (Klee et al., 2007). Ce travail suggère qu’à la suite 
de ce saut d’hôte, N. ceranae a connu - et connaitrait encore - une expansion de sa population 
correspondant à la colonisation de cette nouvelle niche. Cette expansion pourrait aussi être 
liée à son expansion géographique, renforcée par les échanges intercontinentaux de colonies 
(Sumner and Boriss, 2006).  
 Chaimanee et al. (2011) ont montré que la diversité nucléotidique du gène ptp1 permet 
de différencier des taxa parasitaires de N. ceranae spécifiques d’A. florea et d’A. dorsata, 
mais qu’aucune distinction ne peut être faite entre les isolats provenant d’A. mellifera et A. 
cerana. Si, comme nos données le suggèrent, la population de N. ceranae présente chez A. 
mellifera est issue d’une population faiblement divergente, plusieurs hypothèses peuvent alors 
être formulées (Figure 34). D’une part, seule une petite population aurait pu effectuer un saut 
d’hôte. L’absence de divergence entre les séquences parasitaires des isolats des deux espèces 
hôtes et l’absence d’indices de dérive suggéreraient alors que le saut d’hôte est effectivement 
très récent et que la population de parasites chez l’abeille européenne n’a pas eu le temps de 
diverger (ni de s’adapter). Une autre hypothèse est que l’absence de divergence entre les 
populations présentes chez les deux hôtes est due à l’absence de leur isolement génétique, 
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c’est-à-dire que des échanges parasitaires seraient toujours en cours entre les deux espèces 
hôtes. Un tel flux parasitaire parait tout à fait possible si les deux hôtes occupent des zones 
communes, ce qui est probable. 
 
 IV.C.2. Localisation cellulaire de la diversité chez N. ceranae  
 Les indices de diversité nucléotidique ont montré que la majeure partie de la variabilité 
observée se retrouve déjà au sein des isolats. La dimension même de l’isolat, qui comprend 
une population de parasites, ne permet cependant pas de savoir quel est le compartiment 
biologique où cette diversité est localisée. Deux hypothèses non exclusives peuvent alors être 
proposées: la diversité de N. ceranae dans un individu hôte pourrait refléter 1) la diversité 
d’une population de cellules parasitaires à génotypes variables (c’est-à-dire que l'abeille serait 
infectée par une population variable de parasites) ou 2) une diversité allélique intracellulaire 
(c’est-à-dire que les séquences étudiées seraient présentes en copies multiples et non 
identiques au sein d’une même cellule, à l’instar de ce qui a été proposé pour le locus ADNr). 
Dans les deux cas, l’origine et la maintenance de la diversité restent énigmatiques et méritent 
d’être discutées, même si seulement quelques suppositions peuvent être avancées étant donné 
le manque de données expérimentales, lui-même lié aux limites des outils disponibles pour 
l’étude des microsporidies.  
 
  IV.C.2.1. Une co-infection par de multiples variants semble improbable 
 Il a été montré chez Daphnia magna qu’une infection d’un même individu par 
plusieurs microsporidies de l’espèce Octosporea bayeri, dont les génotypes diffèrent, peut 
affecter les relations entre ces deux organismes au profit de la virulence et du développement 
parasitaire (Vizoso and Ebert, 2005). Néanmoins, et en accord avec Sagastume et al. (2011), il 
est difficilement concevable que des abeilles géographiquement distantes soient toutes 
infectées par exactement les mêmes populations génotypiques d'individus. De plus, si une 
telle co-infection était effective, on pourrait s’attendre à ce que la diversité des génotypes ne 
soit pas maintenue à l’identique lors du développement parasitaire, avec des génotypes 
devenant majoritaires, ce qui n’est observé ni dans nos résultats ni dans ceux de Sagastume et 
al. (2011).  
 Il est important de noter que le rejet de l'hypothèse de la co-infection ne rejette pas 
celle de la présence d'une population variable de parasites au sein de l'hôte pour peu qu'il 
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existe des mécanismes (mutations, recombinaisons, Cf. IV.C.3.) engendrant continument et 
fréquemment de la diversité lors du développement parasitaire.  
 
  IV.C.2.2.. La méconnaissance de la ploïdie de N. ceranae  
 Le locus ADNr est présent en multiples copies dans le génome de N. ceranae. Lors de 
l'assemblage du génome du parasite, Cornman et al. (2009) ont comptabilisé 46 contigs 
contenant des séquences ADNr, sans pour autant avoir pu assembler une seule version 
complète du locus à cause de son abondant polymorphisme que les auteurs supposent, au 
moins en partie, du à sa diversité intrinsèque. La diversité nucléotidique de ce marqueur 
pourrait donc être due à des variations intra-génomique des différentes copies, ce qui a par 
ailleurs été observé au sein d’une unique spore de N. bombi (O’Mahony et al., 2007).   
 Dans ce travail, le marqueur SSUrDNA n’a pas montré une diversité nucléotidique 
plus importante que les autres marqueurs (Figure 28, Tableau 4). Il est alors judicieux de se 
demander si tous les gènes ne seraient pas présents en plusieurs copies polymorphiques dans 
la cellule parasitaire, questionnant ainsi la ploïdie de N. ceranae. Cette espèce 
microsporidienne, comme beaucoup d’autres, comprend 2 noyaux (Chen et al., 2009). Bien 
que ni la ploïdie des deux noyaux (et donc des cellules) ni l’existence d’un stade de 
développement où les noyaux fusionneraient ne soient connus, la cellule parasitaire peut donc 
être considérée comme au moins diploïde, c’est à dire avec au moins deux allèles de chaque 
gène. Les valeurs d'hétérozygotie (Hd, Tableau 5) obtenue dans ce travail sont d'ailleurs 
proches, pour la plupart des gènes, de celles attendues pour un organisme diploïde (Nei , 
1973).  
 L’observation de mutations modifiant le cadre de lecture (indels d'un nucléotide pour 
les gènes NCER_1000070 et NCER_100533, Tableau 4) et de mutations non-sens induisant 
un codon de terminaison de la traduction (dans les gènes EnP1B, SWP25, NCER_100533, 
NCER_101165) supporte l'hypothèse de la présence de copies multiples des gènes de N. 
ceranae. En effet, l'inactivation d'un gène peut ne pas être délétère si une copie active de ce 
gène existe ailleurs dans le patrimoine génétique de la cellule. La polyploïdie permet ainsi 
l’accumulation de mutations dans des gènes inactifs, amenant à une pseudogénisation, tout en 
maintenant des copies fonctionnelles sous pression de sélection (Otto, 2007).  
 Sagastume et al. (2011) ont en outre émis l'hypothèse que N. ceranae pourrait avoir un 
stade de son cycle de vie où deux cellules parasitaires fusionneraient, permettant à la ploïdie 
des noyaux de doubler et autorisant ainsi des évènements de recombinaison. La polyploïdie de 
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N. ceranae serait alors transitoire et liée à un mode de vie sexué (Cf. IV.C.3). Néanmoins, 
aucune donnée n’a permis l’observation de tels stades transitoires.  
   
 IV.C.3. Origine et maintenance de la diversité chez N. ceranae 
 Quelle que soit la localisation de la diversité (inter- ou sub-cellulaire), on peut 
s'interroger sur les processus qui créent et maintiennent cette diversité. La forte diversité en 
allèles présents dans chaque isolat de N. ceranae (Tableau 4) pourrait être liée à une 
combinaison de stades nucléaires non-haploïdes, des événements de recombinaison et/ou des 
échanges de gènes, ainsi qu’à des événements de mutations.  
 
  IV.C.3.1. Indices de l'existence d'événements de recombinaison 
 Sagastume et al. (2011) ont ouvert la discussion sur l'existence de stades non-
haploïdes et de recombinaisons en se basant sur les mêmes indices de recombinaison (LD, 
Rm) que ceux utilisés dans ce travail. Sur les dix marqueurs étudies ici, bien que les indices 
ZZ obtenus ne soient pas significatifs, d'autres tests (paires de sites polymorphiques avec LD 
significatif, Rm, Tableau 5) semblent néanmoins indiquer que des événements de 
recombinaison expliquent en partie la diversité allélique observée, en particulier pour EnP1B 
et NCER_101600. L'évaluation plus complète de la diversité génomique intra-spécifique de 
N. ceranae et d'autres microsporidies pourrait permettre de confirmer l'importance des 
évènements de recombinaison et de comparer les fréquences de ces événements entre 
différentes espèces. Les phénomènes de recombinaison impliquent des échanges génétiques 
(cross-overs) entre les génomes de deux cellules ou d'une même cellule, posant ainsi la 
question du mode de reproduction du parasite. 
  
  IV.C.3.2. Sexualité chez N. ceranae et les microsporidies 
 Selon les espèces microsporidiennes, le mode de reproduction serait sexué ou asexué. 
Une reproduction sexuée impliquerait le plus souvent une alternance entre une mérogonie 
diplocaryotique (cellulairement diploïde) et une sporogonie monocaryotique (cellulairement 
haploïde) résultant d'une méiose. Chez les groupes Nosema/Vairimorpha, ce mode de 
reproduction serait ancestral et aurait été perdu à une ou plusieurs reprises, notamment chez 
les Nosema qui semblent avoir perdu le stade monocaryotique au profit d’une vie entièrement 
diplocaryotique et sans méiose (Ironside, 2007; Lee et al., 2008b). 
 
Figure 35 : Loci microsporidiens liés à la détermination sexuelle chez les champignons. E. 
cuniculi, E. intestinalis et E. hellem partagent la même organisation du locus, contenant les gènes TPT 
(Triose Phosphate Transorpter), HMG (High Mobility Group), un second HMG avec une faible 
identité de séquence par rapport au premier ("weak HMG"), et le gène de l’hélicase à ARN. Le gène 
"weak HMG" n’est pas présent dans d’autre espèces telles que E. bieneusi, A. locustae et N. ceranae. 
Concernant ces deux derniers, le gène de l’hélicase à ARN n’est pas sur le même locus que les deux 
autres gènes, et, chez N. ceranae, un ORF prédit de fonction inconnue viendrait s’ajouter à 
l’architecture (en blanc). Une protéine putative est aussi prédite dans le locus de toutes les espèces (en 





Tableau 6 : Distribution de gènes associés à la méiose chez des eucaryotes. Les gènes démontrés 
pour être impliqués uniquement dans la méiose (par des approches d'inactivation) sont surlignés en 
gris. La présence (+) d’homologues a été vérifiée par BLASTn (n) ou BLASTp (P) à partir des 
séquences disponibles sur le site du NCBI, en compilant les résultats de Ramesh et al. (2005) et des 
recherches sur N. ceranae et Aspergillus niger. Les gènes absents de la base de données sont indiqué 
par un signe moins (-), et les données manquantes ou imprécises (données génomiques incomplètes) 
sont laissées vides ou mises entre parenthèses. (Adapté de Ramesh et al., 2005) 
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 Il manque cependant des données expérimentales solides prouvant définitivement que 
des microsporidies peuvent avoir un mode de vie sexué. Les seules données expérimentales 
sérieuses concernent la méiose, avec l'observation de complexes synaptonémaux lors de la 
transition vers la mérogonie pour les espèces à spores monocaryotiques (Vávra and Larsson, 
1999). De tels complexes ont en outre été observés chez des espèces monocaryotiques et 
diplocaryotiques, notamment Nosema rivulogammari (parasite d'un amphipode), suggérant 
que si la sexualité existe chez les microsporidies, elle se déroule selon plusieurs modalités. Il 
manque cependant des données claires concernant la ploïdie des noyaux et l'existence 
d'interactions entre ceux-ci ou entre cellules parasitaires.  
 Les nombreuses données génomiques apportent quelques indices nouveaux. Chez les 
zygomycètes, le type sexuel est déterminé par un seul gène retrouvé sous 2 isoformes, SexM 
ou SexP, codant une protéine portant un domaine HMG (High-Mobility Group). Il est entouré 
par deux gènes, codant pour un transporteur de triose-phosphate (TPT) et une hélicase à ARN, 
formant ainsi le locus MAT (pour MAting Type; Thomas and Travers, 2001). Un locus 
similaire a été découvert dans des génomes microsporidiens, dont celui de N. ceranae (Figure 
35) (Lee et al., 2010). Le gène microsporidien codant la protéine HMG semble ne se trouver 
que sous une seule forme, mais il comporte deux domaines HMG au lieu d’un seul pour SexP 
et SexM. Ainsi, le matériel moléculaire permettant la différentiation  de types sexuels semble 
présent mais la reproduction sexuée serait plutôt homothallique (deux types de gamètes 
produits par un même individu). Un autre argument en faveur d'un mode de reproduction 
sexué serait la présence de gènes homologues à ceux impliqués dans la méiose chez les autres 
eucaryotes (Ramesh et al., 2005). Le séquençage du génome de N. ceranae a permis 
d’identifier des ORF correspondant à une partie de ces gènes (Tableau 6). En revanche, il 
n’est pas possible de conclure sur la présence d’une méiose en se basant uniquement sur 
l’observation de ces homologues. En effet, plusieurs gènes sont absents chez Drosophila spp. 
alors que la méiose y est connue, et certains homologues sont présents chez le champignon 
asexué Aspergillus niger (Wadman et al., 2009).  
 Dans l’hypothèse inverse, c’est-à-dire dans le cas d’une asexualité de N. ceranae, 
l’existence d’évènements de recombinaison entre différentes copies d’un locus impliquerait 
l'existence de stades transitoires polyploïdes, lors desquels des échanges de matériels 
génétiques pourraient avoir lieu. Ce type de cycle de vie clonal et asexué expliquerait la forte 
hétérozygotie et le faible FST puisqu'il résulterait dans une population allélique similaire chez 
différents isolats et conduirait à de fausses topologies phylogénétiques (Birky, 1996; Haag et 
al. 2013). Cependant, cela devrait aussi conduire à un fort déséquilibre de liaison (LD), ce qui 
Tableau 7: Identifiants des protéines d'E. cuniculi et N. ceranae homologues à celles impliquées dans 
les voies de réparations chez S. cerevisiae selon Gill et Fast (2007). Les voies de réparations des 
mésappariements (mismatch repair), d’excision de bases (base excision repair) et d’excision de nucléotides 
(nucleotide excision repair) opèrent en éditant les bases ou nucléotides aberrants d’un des brins de l’hélice, 
en utilisant le second comme matrice. La réparation par méthyltransférase supprime les groupes méthyles 
sans toucher à la structure hélicoïdale. Les réparations par recombinaison homologue (homologous 
recombinaison repair) et par ligation de fragments non homologues (Non-homologue End-joining) sont des 
voies de réparation des cassures double brins. Les données obtenues dans ce travail apparaissent en gras. 
Les identifiants des protéines n'ayant que le domaine fonctionnel attendu apparaissent entre parenthèses. 
-  
Gene  S. cerevisiae  E. cuniculi  N. ceranae  
 
 





 Homologous recombination 
Exo1 NP_014676 CAD25986 EEQ82140  Mre11 BAA02017 CAD26648 EEQ81592 
Mlh1 NP_013890 CAD26547 EEQ83087  Rad50 CAA65494 CAD25593 EEQ82874 
Msh2 CAA99102 CAD26200 EEQ82644  Rad51 CAA45563 CAD25992 EEQ82810 
Msh6 NP_010382 NP_586186 EEQ81696  Rad52 CAA86623 CAD27066 EEQ82846 
PCNA AAS56041 NP_597446 EEQ83080  Rpa1 NP_009404 CAD25779 EEQ82914 
Pms1 P14242 NP_586432 EEQ82585  Rpa2 NP_014087 CAD25396 EEQ82336 
Msh3 CAA42247 CAD25790 EEQ81696  Sgs1 NP_013915 CAD25646 EEQ82903 
    
 Ras55 BAA01284 - EEQ82745 
Base Excision Repair 
 
 Rad57 NP_010287 - EEQ82745 
Apn1 CAA81954 CAD26065 EEQ83096  Xrs2 BAC80248 - - 
Apn2 NP_009534 CAD25496 
 
 Ddc1 NP_015130 - - 
Mag1 NP_011069 CAD25924 
 




 Mec3 NP_013391 - - 
Mus81 NP_010674 CAD25168 EEQ82523  Rad17 CAA99699 - - 
Ntg1 NP_009387 CAD26394 EEQ81746   Rad24 P32641 - - 
Ogg1 NP_013651 CAD26383 EEQ82543  Rad54 CAA88534 - - 
PCNA AAS56041 CAD26623 EEQ83080  Rdh54 CAA85017 (CAD24904) (EEQ83063) 
Rad1 P06777 CAD26381 EEQ82544      
Rad10 CAA86642 CAD25852 EEQ82008  Non Homologous End Joining 
Rad27 CAA81953 CAD26252 EEQ82140  Mre11 BAA02017 CAD26648 EEQ81592 
Ung1 CAA86634 CAD25772 EEQ82873  Rad27 CAA81953 CAD26252 EEQ82140 
Xrcc1 P32372 CAD25161 EEQ82733  Rad50 CAA65494 CAD25593 EEQ82874 
Cdc9 CAA48158 CAD25151 EEQ82740  Lif1 NP_011425   
Ddc1 NP_015130    Xrs2 BAC80248   
Mec3 NP_013391    Ddc1 NP_015130   
Mms4 NP_009656    Dnl4 CAA99193 CAD25151 EEQ82740 
Rad17 CAA99699    Mec3 NP_013391   
     Ku70 NP_014011   
Nucleotide Excision Repair  Ku80 NP_013824   
Rad1 P06777 CAD26381 EEQ82544  Rad17 CAA99699   
Rad2 CAA97287 CAD27134 EEQ81863      
Rad3 CAA46255 NP_585776 EEQ82054  DNA polymerases 
Rad4 CAA39375 (CAD24914)   α Pol1 AAZ22505 CAD26619 EEQ83074 
Rad10 CAA86642 CAD25852 EEQ82008  α Polβ NP_009518 CAD25827 EEQ82664 
Rad14 P28519 NP_586232   α Pri1 AAT92878 CAD26368 EEQ82289 
Rad25 Q00578 CAD24977 EEQ82285  α Priβ NP_012879 CAD26641 EEQ82002 
Rad26 CAA57290 (CAD27013) EEQ82969  į Polγ CAA43922 CAD27015 EEQ82248 
Rpa1 NP_009404 CAD25779 EEQ82914  į Hysβ NP_012539 CAD27050 EEQ81388 
Rpa2 NP_014087 CAD25396 EEQ82336  İ Dpbβ NP_015501 NP_597373 - 
SSL1 CAA97527 CAD25215 EEQ83145  İ Polβ NP_014137 CAD25840 EEQ83015 
Tfb2 AAB40628 CAD24937 EEQ82366  ȕ Pol4 NP_009940   
Tfb3 AAB64899 CAD25932 EEQ83166  Ȗ εip1 NP_014975   
Tfb4 NP_015381 CAD25620   η Radγ0 NP_010707  EEQ81545 
Rad7 CAA89580  (CAA85071)  ξ Rev3 NP_015158 CAD27015 EEQ82248 
Rad16 CAA85071 (CAD27013) EEQ82729  ξ Rev7 AAA98667   
Rad23 AAB28441    Rev1 CAA99674   
Tfb1 AAB64747        
         
Methyltransferase Repair      
Mgt1 CAA42920        
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n’est pas le cas dans les résultats de notre travail pour lesquels aucune valeur de ZZ n'est 
significative (Tableau 5). Néanmoins, et comme déjà évoqué, le manque de données peut 
empêcher la réelle estimation des événements de recombinaison. 
 Dans tous les cas, il est important de rappeler l'absence de preuves irréfutables d'un 
mode de vie sexué ou asexué chez les microsporidies, et de N. ceranae en particulier, les 
caractères moléculaires précédemment cités pouvant n'être que des reliques provenant d’un 
ancêtre sexué. Pour paraphraser Cali et Takvorian (1999) « les microsporidies sont à la fois 
diverses et énigmatiques au regard de la ploïdie, de la présence de divisions méiotique et de 
l'interaction entre les paires de noyaux diplocaryotiques ». 
 
  IV.C.3.3. Mutations et mécanismes de réparation de l'ADN 
 L’hypothèse précédente stipule l’existence d’événements de recombinaisons qui 
expliqueraient les échanges de sites polymorphiques mais il faut aussi discuter de l’origine de 
ces sites variables. Naturellement, des modifications nucléotidiques sont induites de façon 
aléatoire lors de la réplication non parfaite d’un génome par les polymérases (environ 1 erreur 
sur 10 000 bases répliquées). La ploïdie peut aussi influer sur la probabilité d'apparition de 
mutations puisque plus elle est forte, plus le taux de mutations sera important (Otto, 2007). 
 Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la réparation de ces altérations génétiques 
et les gènes impliqués peuvent être séparés en groupes conservés chez les eucaryotes 
(Tableau 7) (Fleck and Nielsen, 2004). En recherchant chez E. cuniculi des homologues aux 
protéines de Saccharomyces cerevisiae impliquées dans ces différentes voies de réparation, 
Gill and Fast (2007) ont observé une réduction apparente du nombre de ces protéines, et 
principalement de celles réparant les cassures doubles brin, les amenant à supposer que toutes 
les voies de réparations pourraient être moins efficaces chez E. cuniculi que chez S. 
cerevisiae. En reproduisant cette approche avec les données du génome de N. ceranae, on 
retrouve, avec quelques variations, les mêmes homologues que chez E. cuniculi (Tableau 7), 
suggérant une capacité de réparation similaire chez ces deux microsporidies. Il est alors 
difficile d’affirmer que la diversité intra-spécifique observée chez N. ceranae serait due à des 
voies de réparation moins efficaces puisqu'une telle diversité n'a jamais été observée chez E. 
cuniculi. Les protéines identifiées sont de plus toutes impliquées dans d’autres fonctions 
cellulaires (telle que la méïose), rendant difficile toute interprétation quand à leur présence ou 
absence. Surtout, il n'existe pas de données expérimentales permettant d’estimer le taux de 
mutations de N. ceranae, et des microsporidies en général. 
 
 





 Ce premier volet de thèse a montré que, pour plusieurs gènes codants, la diversité 
intra-isolat et l'absence de divergence entre isolats empêchent le génotypage chez N. ceranae. 
Si cela semble valable pour toutes les séquences codantes, il est aussi nécessaire d'étudier des 
régions non codantes, une approche déjà initiée par Branchiccela et al. (Apimondia 2013), 
avant d'étendre ce phénomène à l'ensemble du génome. Même si plusieurs hypothèses ont été 
présentées pour expliquer l'origine et la maintenance de la diversité intra-isolat, et que des 
approches à haut-débit permettraient de mieux la quantifier, aucune donnée ne permet 
actuellement de les tester. Afin de savoir si cette variation nucléotidique est présente dans une 
seule cellule parasitaire, il est possible de répéter l'expérience réalisée par O’Mahony et al. 
(2007) chez N. bombi, en comparant les séquences de plusieurs marqueurs au sein d’une seule 
spore de N. ceranae. Par contre, pour savoir si ce polymorphisme trouve son origine dans des 
cellules parasitaires polymorphiques, qui pourraient en outre s’échanger du matériel 
génétique, des approches culturales seront nécessaires. Des cultures de cellules intestinales 
d'abeilles sont en développement dans différents laboratoire, dont le LMGE. Elles permettront 
de disposer d'un moyen utile d'isolement de souches parasitaires, qui pourront alors être 
comparées. De même, des cultures parasitaires permettraient de suivre l'éventuelle apparition 
de diversité au sein d'une culture clonale, et donc de comparer le taux de mutation entre N. 
ceranae et d'autres microsporidies cultivées, dont le génome est connu et qui ne semblent pas 











     
Figure 36 : Production d’anticorps contre Nosema ceranae. A. Séparation par condition 
dénaturante (SDS-PAGE) des protéines insolubles extraites de spores purifiées de N. ceranae (M: 
marqueur de taille). Les bandes numérotées de 1 à 8 ont été découpées et injectées à des souris pour 
produire des anticorps. Un seul antisérum permet un marquage spécifique. B. Immunomarquage en 
IFA du tube polaire après extrusion avec les anticorps produits contre la bande 3 (des données de 
spectrométrie de masse suggèrent que cet anticorps reconnaitrait la protéine PTP3). Source: F. Delbac 
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V- Recherche de facteurs de virulence et localisation 
subcellulaire de protéines de N. ceranae 
 
N. ceranae provoque de nombreux effets délétères chez les abeilles, aussi bien au 
niveau de l'individu que de la colonie (Cf. II.D.2.). Si la variation de sa virulence ne semble 
pas principalement liée au polymorphisme du parasite (Cf. Chapitre IV), sa pathogénie doit 
pourtant bien reposer sur des déterminants génétiques. Au laboratoire, la réponse de l'abeille à 
une infection par N. ceranae est étudiée par des approches "omiques" globales (transcriptome 
et protéome intestinaux, métabolome de l'hémolymphe) mais peu d'indices ont été mis en 
évidence pour expliquer comment le parasite affecte l'abeille, montrant notre méconnaissance 
des facteurs de virulence qui interviennent et qui interagissent avec l'hôte. Cette approche 
fonctionnelle est généralement déclinée de deux manières chez les microsporidies, pour 
lesquelles il faut rappeler la difficulté d'étude due à leur développement intracellulaire.  
L'approche ascendante, consistant à identifier expérimentalement des éléments qui 
servent ensuite à prédire un phénotype, a été largement utilisée chez les microsporidies pour 
identifier les protéines sporales. Des méthodes d'extraction et d'enrichissement ont ainsi été 
mises au point, permettant d'identifier nombre de protéines du tube polaire (PTP) et de la 
paroi sporale (EnP, SWP), connues pour être très insolubles. Wu et al. (2008) ont par exemple 
identifié des SWP potentielles de N. bombycis à partir d'un extrait de protéines insolubles, 
certaines ayant ensuite été confirmées et localisées par des approches moléculaires (Wu et al., 
2009 ; Li et al., 2009). Au laboratoire, des extraits de protéines sporales de N. ceranae ont été 
obtenus et injectés à des souris pour la production d'antisera. Ces antiséra étant dirigés contre 
un ensemble de protéines, ils sont généralement peu spécifiques (Figure 36). De plus, cette 
approche est limitée à l'étude des protéines constituant la spore, seul stade où il est possible de 
travailler sur les déterminants parasitaires uniquement (c’est-à-dire sans protéines provenant 
de l'hôte).  
Le séquençage du génome de N. ceranae (Cornman et al., 2009) a permis d’avoir 
accès au contenu génétique global du parasite. Pour ce travail, nous avons mis en place une 
approche descendante, où les potentiels acteurs moléculaires impliqués dans la virulence ont 
d'abord été recherchés au sein de l'ensemble des gènes prédits, pour ensuite tenter d'identifier 
leur rôle dans la pathogénie. Cette approche implique une part de risque puisque que les cibles 
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sont choisies a priori: rien ne prouve leur présence ou leur rôle effectifs. Par contre, elle 
permet de s'affranchir de la limitation due au développement intracellulaire du parasite. 
L'objectif de ce travail a donc été d'identifier des facteurs de virulence potentiels dans 
le génome de N. ceranae et de les localiser au niveau de la spore ou de stades intracellulaires. 
Ce travail s'est déroulé en plusieurs étapes.  
Dans un premier temps, des protéines de N. ceranae homologues à des protéines 
impliquées dans les phénomènes de virulence chez d’autres espèces microsporidiennes ont été 
recherchées. D'autres protéines, sans homologues de fonction connue, ont été choisies sur 
divers critères, notamment la présence de domaines fonctionnels d’intérêts. Dans un second 
temps, des portions de gènes codant les protéines sélectionnées ont été clonés et exprimés en 
système hétérologue. L'objectif était de produire des protéines recombinantes pour leur 
purification et/ou leur injection à des souris afin de produire des anticorps. Enfin, les 
techniques d’immunomarquage par épifluorescence devaient permettent de localiser les 
protéines parasitaires sur des coupes d’intestins d’individus infectés par N. ceranae. Ceci 
permet de savoir si les protéines sont exprimées, dans quel compartiment, et à quel stade de 















Figure 37 : Stratégie expérimentale pour la production de protéines de fusion. Après une étape 
d’amplification par PCR avec des amorces portant des sites de restriction, les produits ont été insérés 
(flèches jaunes en haut) dans des vecteurs de clonage qui permettront la production de plasmides 
portant les inserts. Les vecteurs de clonage, ou parfois les produits de PCR, ont subi une étape de 
digestion par des enzymes de restriction (flèches violettes). Les extrémités cohésives compatibles ont 
permis la ligature des fragments dans les vecteurs d'expression, eux-mêmes digérés. Les amorces ont 
été dessinées pour permettre une insertion des fragments codant en phase avec l'ORF démarrant sur le 






         promoteur Ptac               operateur  .        
TGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGA 
 
 LacO          rbs . 
TAACAATTTCACACAGGAAACAGTATTCATG … GST … GATCTGGTT 
                            Met . . . . AspLeuVal 
 











Figure 38 : Expression en système pGEX. A. Région de clonage du plasmide pGEX-4T1His (rbs: site 
de fixation du ribosome). Le clonage en phase sur les sites BamHI et EcoRI permet de produire une 
protéine portant un domaine glutathione-S-transférase (GST) N-terminal, qui peut être clivé par la 
thrombine, et une étiquette histidine (His•Tag) C-terminale. B. Activation de l'expression en présence 
d'IPTG. En absence d’IPTG, le répresseur LacIq se fixe sur l’opérateur lacO du promoteur Ptac, bloquant 
la transcription sur le plasmide par l’ARN polymérase bactérienne. L'IPTG, en se liant à LacIq, lève cette 
répression, permettant l'expression et la synthèse de la protéine de fusion. (D'après GST Gene Fusion 









Figure 39 : Expression en système pET. A. Région de clonage du plasmide pET-15b (rbs: site de 
fixation du ribosome). Le clonage en phase sur le site NdeI permet de produire une protéine portant une 
étiquette histidine (His•Tag) qui peut être clivée par la thrombine. B. Activation de l'expression en 
présence d'IPTG. Le plasmide est introduit dans une souche d'E. coli porteuse du locus DE3, qui contient 
le gène codant l’ARN polymérase du batériophage T7 sous le contrôle du promoteur lacUV5. En 
absence d’IPTG, le répresseur LacIq se fixe sur l’opérateur lacO du promoteur, bloquant la transcription 
par l’ARN polymérase bactérienne. LacIq se fixe également sur le promoteur T7 du plasmide, empêchant 
un niveau basal d'expression. L'IPTG, en se liant à LacIq, lève cette double répression, permettant 
l'expression et la synthèse de l’ARN polymérase T7 puis l'expression et la synthèse de la protéine de 




Tableau 8 : Cadres de lecture choisis et amorces utilisées lors des amplifications en vue des 
clonages en vecteur d’expression. Les portions d'amorces en minuscules correspondent aux sites de 
restrictions ajoutés et ne s'hybrident pas sur le génome de N. ceranae. 
ORF 
(NCER_ ) Amorces pour clonage en pET-15b Amorces pour clonage en pGEX-4T1His 





















NcSWP26Bam  cgggatccGACCTTGACCCATTCTGG 
NcSWP26Eco cggaattcCTTCTTTTCAACGGTTGC 
 






























100918 Ncer100918bF+N ccgcatatgGAAGGATGGGAGAAATCGG 
Ncer100918R+B  gtggatccATTCATGGCTTGTATCTCATTG 
pgex-BIR-F cgggatccTTTTCATACGAGCAAAGACTCAA 
pgex-BIR-R cggaattcTAGGCTAAGTTTGTATTTCTTTGTC 













101165 Nc1165F caacatatGCAACCAACTACACGGCCTG 
Nc1165R tgggatccTGTGCCTTCATCATCATCGTC 
 





















102328 Ncer102328F+N acacatatGCAGTACTCAACACGAATGG 
Ncer102328R+B gtggatccGTATACGATCACATCCAT 
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V.A. Matériel et Méthodes 
 V.A.1. Construction des plasmides recombinants 
 La stratégie utilisée pour construire les plasmides recombinants est présentée dans la 
Figure 37.  
  V.A.1.1. Insertion en vecteurs de clonage  
Un extrait d'ADN de N. ceranae a été obtenu comme précédemment à partir d’une 
abeille provenant du rucher du laboratoire (Cf. IV.A.1.). Les réactions de PCR ont été 
réalisées avec 1 Unité de GoTaq® DNA Polymerase (Promega), en utilisant une température 
d'hybridation de 52°C et les amorces listées dans le Tableau 8. Une autre unité de polymérase 
a, ici aussi, été ajoutée avant l'élongation finale pour optimiser les ligatures (Cf. IV.A.4.). 
L'ADN a ensuite été quantifié à l’aide d’un spectrophotomètre Nanodrop-ND1000 
(ThermoScientific). 
 Les produits d'amplifications ont été insérés dans des vecteurs de clonage pCRII-
TOPO (TOPO® TA Cloning® Kit, Dual Promoter, Invitrogen) ou pGEM-T (pGEM®-T Easy 
Vector Systems, Promega), en suivant les instructions des fournisseurs. Après transformation 
dans des cellules E. coli DH5, culture et purification des plasmides (Cf. IV.A.4), certains 
d'entre eux ont été séquencés (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Allemagne) bi-
directionnellement en utilisant les amorces M13rev(-29) et T7 des fournisseurs. 
 
  V.A.1.2. Construction de vecteurs d'expression  
 Afin de produire des protéines portant une étiquette histidine, deux vecteurs 
d'expression ont été utilisés: le vecteur pET-15b (Novagen) et le vecteur pGEX-4T1His, qui 
correspond au plasmide pGEX-4T1 (GE Healthcare) auquel une séquence codant une 
étiquette de 6 résidus histidine a été ajoutée en début de cadre de lecture (Figures 38 et 39). 
Les inserts des vecteurs de clonage ont été excisés par digestion à l'aide d'enzymes de 
restriction en fonction des sites insérés à l'extrémité 5' des amorces: NdeI et BamHI pour le 
clonage en pET-15b, et BamHI et EcoRI pour le clonage en pGEX-4T1His (Tableau 8). Dans 
certains cas, les produits de PCR ont directement été digérés après purification. Les réactions 
ont été réalisées pendant 2 h à 37°C dans le tampon NEB4, avec 1 unité de chaque enzyme et 
au maximum 1 µg de matériel génétique, dans un volume final de 20 µl. 15 µL de mélange 
réactionnel ont ensuite été prélevés pour une précipitation alcoolique, les 5 µL restants ayant 
été déposés sur gel d’agarose pour vérifier la digestion (avec un contrôle positif de digestion 
réalisé en utilisant un plasmide déjà doté d’un insert).  
 
Chapitre V : Recherche de facteurs de virulence et localisation subcellulaire de protéines  
78 
 
 Une ligature a ensuite été réalisée à 16°C sur la nuit dans un volume final de 10 µL en 
utilisant 3 unités de T4 DNA ligase (Promega), 100 ng de vecteur, et un ratio de vecteur par 
insert de 1:2 et 1:5 pour les clonages dans le pET-15b et le pGEX-4T1His respectivement. 
Après transformation, les plasmides ont été préparés comme précédemment (Cf. IV.A.4). 
Afin de vérifier les constructions plasmidiques, la région codant la protéine de fusion espérée 
a été séquencée (Eurofins MWG Operon) en utilisant les amorces T7 et T7term pour les 
clonages en pET-15b et les amorces pGexfor et pGexrev pour les clonages en pGEX-4T1His.
  
 V.A.2. Production de protéines recombinantes 
  V.A.2.1. Production de protéines recombinantes chez Escherichia coli 
 Les vecteurs pET-15b et pGEX-4T1His permettent, en présence d'IPTG, la production 
de protéines de fusion portant notamment une étiquette histidine (Figures 38 et 39). Les 
plasmides ont été transformés dans différentes souches bactériennes (Cf. Annexes). 50 mL de 
milieu LB additionné d'ampicilline ont été ensemencés et cultivés à 30 ou 37°C jusqu’à 
atteindre une DO600 entre 0.5 et 0.7. La production des protéines recombinantes a été induite 
par ajout d’IPTG à 1 mM final. Des échantillons ont été prélevés à différents temps.  
 
  V.A.2.2. Séparation des protéines par SDS-PAGE 
 Les échantillons additionnés de tampon de dépôt contenant du -mercaptoéthanol ont 
été portés à ébullition pendant 15 min et les protéines ont été séparées sur un gel de 
polyacrylamide (SDS-PAGE) en conditions dénaturantes à ampérage constant de 25mA/gel 
(BioRad Mini-Protean II Instruction Manual). Après migration, les protéines ont été révélées 
grâce à une solution alcoolique au bleu de Coomassie.  
  
  V.A.2.3. Purification de protéines portant une étiquette histidine 
 Les cellules prélevées après induction de l'expression ont été culottées (10 min à 7 000 
rpm) et resuspendues dans DO600/10 µL de tampon de fixation BB (0.3 M NaCl, 5 mM 
imidazole, 20 mM Tris-HCl pH 8) puis lysées pendant 2 h à 37°C en présence de lyzozyme à 
0.2 mg/mL et d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Protease Inhibitor Cocktail, PIC, 
Sigma-Aldrich). Les débris cellulaires ont été éliminés par deux centrifugations successives 
de 10 min à 12 000 rpm à 4°C. 
 Les purifications de protéines recombinantes portant une étiquette histidine (His•Tag) 
ont été réalisées par chromatographie à chélation du métal en utilisant le kit His.Bind® de 
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NOVAGEN. Après fixation des protéines dans le tampon BB, plusieurs lavages ont été 
réalisés en augmentant la concentration d'imidazole à 20 mM. Des éluats ont ensuite été 
récupérés après augmentation de la concentration d'imidazole à 100, 200, 500 et 1 000 mM et 
les protéines qu'ils contiennent ont été séparées par SDS-PAGE. 
  
 V.A.3. Production d’anticorps et immunodétection de protéines 
  V.A.3.1. Production d'anticorps 
 Pour une injection directe de protéines extraites d'un gel SDS-PAGE dans des souris, 
un gel préparatif d'1 mm d’épaisseur a été préparé. Après migration et révélation, la bande 
souhaitée a été excisée puis broyée à l'aide d'un Potter dans du PBS. Après 3 jours 
d'incubation à 4°C, la solution a été séparée des fragments de gels et conservée à -20°C. Des 
anticorps polyclonaux dirigés contre les protéines recombinantes ont été obtenus chez des 
souris BALB/c après injection d'extraits protéiques à l'animalerie de l'Université Blaise 
Pascal. Toutes les semaines, les souris ont reçu par injection intra-péritonéale 150 µL 
d’échantillon protéique homogénéisé avec de l’adjuvant de Freud (Sigma), incomplet lors de 
la première injection et complet lors des injections suivantes. Au total, cinq injections par 
souris ont été réalisées. Le sang a été collecté une semaine après la dernière injection (au bout 
de 6 semaines) et  centrifugé pour récupérer environ 500 µL de sérum. 
 Devant les échecs de clonage et d'expression, un peptide correspondant au motif répété 
de la protéine NCER_101600 a été dessiné pour sa synthèse et la production d'anticorps 
polyclonaux (Eurogentec, Seraing, Belgique). Le sérum est encore en attente au moment de la 
rédaction de ce document. 
 
  V.A.3.2. Immunodétection par WesternBlot  
 Afin de vérifier la spécificité des anticorps, les protéines extraites d'abdomens broyés 
d’une abeille saine et d’une abeille infectée (l'absence ou la présence de N. ceranae ayant été 
vérifiée par PCR), ainsi que de spores purifiées ont été séparées par SDS-PAGE comme 
indiqué précédemment. Les protéines ont ensuite été transférées sur des membranes de 
polyfluorure de vinylidène (PVDF, Millipore). Après saturation avec une solution de PBS 
contenant 5% de lait en poudre, les membranes ont été incubées pendant 1 h en présence 
d’antisérum dilué au 1/1000ème dans du PBS, 0.1% Triton X-100. Après lavages, une 
incubation d'1 h a été réalisée en présence d'anticorps secondaires couplé à la phosphatase 
alcaline (anti-IgG de souris, Promega) dilués au 1/10000ème. La révélation de l'activité 
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phosphatase alcaline a été réalisée par coloration après ajout des substrats NBT/BCIP 
(Promega). 
 
  V.A.3.3. Détection par immunofluorescence 
 Des intestins moyens (ventricules) d'abeilles expérimentalement infectées par N. 
ceranae ont été fixés au formaldéhyde 4% (v/v) dans du PBS, déshydratés à l’alcool puis 
enrobés en paraffine. Des coupes de 8 µm d’épaisseur ont été réalisées, déposées sur lames de 
verre, déparaffinées pendant 20 min en présence de toluène puis progressivement réhydratées 
dans des bains d’alcool de degré décroissant. Après lavages au PBS et saturation pendant 15 
min en présence de BSA (albumine de sérum bovin) 3% (w/v), les coupes ont été traitées sur 
la nuit en présence d’anticorps primaires (sérum de souris) dilués au 1/250ème dans du PBS, 
BSA 0,3%, lavés plusieurs fois en PBS puis traitées par l’anticorps secondaire (anti-IgG de 
souris couplé au fluorochrome FITC) dilué au 1/500ème dans du PBS, BSA 0,3%, Tween-20 
0.2 %. Après plusieurs lavages en PBS, Tween-20 0,2% les lames ont été observées sous un 
microscope à épifluorescence (Leica DMR 50) équipé d’un système d’acquisition d’images 
(Leica Q-FISH). Une contre-coloration du matériel nucléaire a été effectuée pour chaque 
coupe par ajout de DAPI (1 µg/ml) au milieu de montage (Citifluor AF1-Biovalley) juste 














Tableau 9 : Gènes sélectionnés pour leur clonage. La présence d'un peptide signal potentielle a été 
évaluée avec la version V4.0 plus stringente du logiciel SignalP (Petersen et al., 2011).  
Locus 
(NCER_) 
Prédiction d'un peptide 
signal (D-score) 
Homologue annoté chez une microsporidie 
[Domaine] 
   
100064 (SWP25) OUI (0.628) SWP25 (N. bombycis) 
[-] 
100070 OUI (0.645) - 
[Motif répété] 
100083 (PTP3) OUI (0.558) PTP3 (N. bombycis, E. cuniculi) 
[-] 
100290 OUI (0.675) HSWP7 putative (N. bombycis)  
[-] 
100295 (SWP26) OUI (0.597) SWP26 (N. bombycis) 
[-] 
100533 OUI (0.635) - 
[Motif répété] 
100547 OUI (0.675) transporteur UDP-N-acétylglucosamine (N. bombycis)  
[Triose-phosphate Transporter] 
100566 (SWP30) OUI (0.462) SWP30 (N. bombycis) 
[-] 
100587 NON (0.102) protéine kinase cyclin-dépendente putative (E. intestinalis) 
[Ser/Thr protéine kinase cyclin-dépendente] 
100768 (EnP1B) OUI (0.691) EnP1 (E. cuniculi) 
[Motif répété] 
100820 NON (0.098) cycline 1 putative (E. intestinalis) 
[Cycline] 
100828 (HSWP4) OUI (0.643) HSWP4 putative (N. bombycis)  
[-] 
100918 NON (0.106) - 
[Inhibiteur d'apoptose (BIR, baculoviral)] 
101049 NON (0.180) - 
[Canal ionique méchanosensible] 
101095 NON (0.212) SWP25, faible homologie (N. bombycis) 
[-] 
101108 (HexoK) OUI (0.587) Hexokinase (E. intestinalis) 
[Hexokinase] 
101165 OUI (0.668) - 
[DNA translocase, signal nucléaire] 
101296 NON (0.439) HSWP7 putative (N. bombycis)  
[-] 
101349 NON (0.434) - 
[Domaine extracellulaire SCP-like] 
101590 (PTP2) OUI (0.681) PTP2 (N. bombycis, E. cuniculi) 
[-] 
101591 (PTP1) OUI (0.716 PTP1 (N. bombycis, E. cuniculi) 
[-] 
101600 OUI (0.602) - 
[Motif répété] 
102328 OUI (0.851)  SWP putative (E. cuniculi) 
[-] 
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V.B. Résultats / Discussion 
 V.B.1. Recherche de gènes potentiellement impliqués dans la 
pathogénie de N. ceranae  
 Chez N. ceranae, aucune étude publiée n’a pour le moment clairement identifié et 
localisé des protéines des stades extracellulaires ou intracellulaires du parasite. Des gènes 
potentiellement impliqués dans la pathogénie de N. ceranae ont été recherchés dans le 
génome, en se basant soit sur des homologies avec des protéines connues chez d'autres 
microsporidies, soit sur l'existence de domaines d'intérêt.  
 
  V.B.1.1. Gènes structuraux de la spore 
 Dans un premier temps, des gènes ont été choisis parce qu'ils codent des protéines 
dont les homologues sont connus pour être des éléments structuraux de la spore ou du tube 
polaire chez d’autres espèces microsporidiennes. De telles protéines sont donc supposées 
spécifiques aux stades de sporontes, sporoblastes ou spores. 
Les gènes NCER_100064, NCER_100295 et NCER_100566 codent des protéines 
dont les homologues SWP25, SWP26 et SWP30 ont été caractérisés chez N. bombycis. Ils ont 
ainsi été nommés de la même façon (Cf II.C.2). Le gène NCER_100768 (EnP1B) code une 
protéine homologue à EnP1 d'E. cuniculi et les gènes NCER_100828 (HSWP4), 
NCER_100290, NCER_101095, et NCER_101296 codent pour des homologues à des SWP 
putatives de N. bombycis, dont ni le rôle ni la localisation n'ont été démontrés (Tableau 9). Il 
en est de même pour le gène NCER_102328, homologue à une SWP potentielle et non 
caractérisée d'E. cuniculi. L'intérêt était ici de caractériser de potentielles nouvelles SWP. De 
plus, certaines d'entre elles pouvant être présentes à la surface de la spore, elles pourraient être 
impliquées dans une éventuelle reconnaissance tissulaire. 
Les protéines de tube polaire sont impliquées dans le processus d’invasion (Cf. 
II.C.3.3.). Trois gènes ont été sélectionnés, codant les protéines du tube polaire PTP1, PTP2 
et PTP3, homologues à celles décrites chez N. bombycis et E. cuniculi.  
 
  V.B.1.2. Gènes codant des protéines portant des domaines d’intérêts 
D'autres gènes ont été choisis selon les domaines protéiques qu'ils codent (Tableau 9). 
Un intérêt particulier a été porté sur les protéines portant un signal de sécrétion potentiel, donc 
probablement adressées vers des compartiments non cytoplasmiques, notamment le milieu 
extracellulaire. Les protéines déjà décrites (Cf. IV.B.1.) et codées par NCER_100070, 
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NCER_101165, NCER_100533 et NCER_101600 portent un peptide N-terminal ayant une 
forte probabilité de constituer un peptide signal. Trois d'entre elles portent en outre des 
domaines répétés. NCER_101165 porte, elle, un domaine de type DNA translocase et un 
potentiel signal d'adressage vers le noyau.  
NCER_100547 code également une protéine portant un peptide signal potentiel. Cette 
protéine appartient à une famille de transporteurs de triose-phosphates, molécules impliquées 
dans la glycolyse. NCER_101108 (HexoK) code pour une hexokinase, protéine ubiquitaire 
fortement conservée et impliquée dans la première étape de la glycolyse. Chez les 
microsporidies, les hexokinases semblent avoir acquis un peptide signal de sécrétion et 
seraient exportées dans la cellule hôte (Cuomo et al., 2012). Ces deux gènes seraient présents 
chez les autres microsporidies et pourraient être liés aux capacités des parasites à utiliser les 
ressources énergétiques de leur hôte. 
La protéine codée par NCER_101349, elle aussi potentiellement exportée, comprend 
un domaine extracellulaire SCP. Ce domaine est toujours porté par des protéines sécrétées, 
qui sont impliquées dans de nombreuses fonctions, certaines étant liées au développement et à 
la pathogénie (Yeats et al., 2003). 
NCER_101049 appartient à une famille de gènes codant des canaux méchanosensibles 
à faible conductance, dont les membres sont connus pour réguler la pression osmotique entre 
deux compartiments cellulaires. Il pourrait par exemple avoir un rôle dans le processus de 
dévagination du tube polaire, bien qu'aucun élément n'appuie pour l'instant cette hypothèse. 
La protéine codée par NCER_100918 porte un domaine appelé BIR (Inhibitor of 
Apoptosis) initialement décrit chez des baculovirus, où il est impliqué dans des processus 
anti-apoptotiques. Chez les levures, ces domaines sont impliqués dans la régulation de la 
cytokinèse (Verhagen et al., 2001). Cette protéine a été ciblée car il a été suggéré qu'une 
régulation de l’apoptose pourrait avoir lieu chez un hôte infecté par N. ceranae (Higès et al., 
2013). 
Les protéines codées par NCER_100820 et NCER_100587 contiennent des domaines 
qui correspondent, pour le premier à une cycline, et pour le second, à une kinase cycline-





Tableau 10: Résultats des clonages. Pour chaque gène sont indiqués les plasmides dans lequel 
un fragment d'ORF a été cloné. Les astérisques indiquent les clonages vérifiés par séquençage. 
ORF Taille de l’insert (pb) Vecteur de clonage Vecteur d'expression 
NCER_100064 (SWP25) 716 pCRII-TOPO* pET-15b* 
NCER_100070 748 pCRII-TOPO*, pGEM-T pET-15b 
NCER_100083 (PTP3) 689 - - 
NCER_100290 578 pCRII-TOPO - 
NCER_100295 (SWP26) 294 pGEM-T* pGEX4T1-His 
NCER_100533 727 pCRII-TOPO* - 
NCER_100547 691 pCRII-TOPO* - 
NCER_100566 (SWP30) 595 pGEM-T* pET-15b 
NCER_100587 627 pCRII-TOPO - 
NCER_100768 (EnP1B) 802 pCRII-TOPO* - 
NCER_100820 532 pCRII-TOPO, pGEM-T - 
NCER_100828 (HSWP4) 709 pCRII-TOPO*, pGEM-T pET-15b 
NCER_100918 446 pCRII-TOPO* - 
NCER_101049 694 pCRII-TOPO* pET-15b 
NCER_101095 428 pCRII-TOPO - 
NCER_101108 (HexoK) 1100 pCRII-TOPO*, pGEM-T - 
NCER_101165 647 pCRII-TOPO*, pGEM-T pET-15b* 
NCER_101296 809 pCRII-TOPO - 
NCER_101349 1460 pCRII-TOPO* pET-15b* 
NCER_101590 (PTP2) 510 pGEM-T pGEX4T1-His* 
NCER_101591 (PTP1) 685 pCRII-TOPO - 
NCER_101600 967 pCRII-TOPO* - 




Tableau 11 : Expression de gènes recombinants chez Escherichia coli. Les génotypes des 





SWP25 (pET-swp25) BL21 (DE3) 20°C, 37°C - 
 BL21 Star (DE3) 37°C - 
 BLR (DE3) 37°C ++ 
 Rosetta-gami 2 (DE3) + pLysSRARE2 20°C, 37°C - 
NCER_100070 (pET-map4) BL21 (DE3) 20°C, 37°C - 
 Rosetta 2 (DE3) + pLysSRARE2 20°C, 37°C - 
SWP30 (pET-swp30) BL21 (DE3) 20°C, 37°C - 
 Rosetta-gami 2 (DE3) + pLysSRARE2 20°C, 37°C - 
HSWP4 (pET-swp4) BL21 (DE3) 37°C, 20°C - 
 Origami B (DE3) 37°C - 
 Rosetta-gami 2 (DE3) + pLysSRARE2 37°C, 20°C - 
NCER_101049 (pET-chn) BL21 (DE3) 37°C, 20°C - 
 Rosetta-Gami (DE3) 37°C, 20°C - 
NCER_101165 (pET-dbp) BL21 (DE3) 20°C, 37°C - 
 BL21 (DE3) 30°C + 
 BL21 star (DE3) 37°C -  
 BL21 star (DE3) 30°C +++  
 BRL (DE3) 37°C ++ 
 Origami B (DE3) 37°C + 
 Novablue (DE3) 37°C - 
 Rosetta-gami 2 (DE3) + pLysSRARE2 37°C +++  
 Rosetta-gami 2 (DE3) + pLysSRARE2 20°C - 
NCER_101349 (pET-prp) BL21 (DE3) 37°C, 20°C - 
 BLR (DE3) 37°C + 
 Rosetta-gami 2 (DE3) + pLysSRARE2 37°C, 20°C - 
PTP2 (pGEX-ptp2) BL21 star 37°C + 
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 V.B.2. Clonages 
 Les clonages en vecteurs pGEM-T ou pCRII-TOPO ont pour la plupart fonctionné 
(Tableau 10). Le séquençage des fragments insérés à montré une variation de séquence par 
rapport aux séquences du génome de N. ceranae, ce qui était attendu aux vues des résultats 
précédents concernant la diversité nucléotidique des gènes codants. Seuls ceux dont le cadre 
de lecture n’était pas modifié par un indel ou une substitution non sens ont été conservés.  
Les clonages en vecteurs d'expression ont en revanche posé plus de problèmes. Les 
digestions par les enzymes de restriction ont toutes été satisfaisantes, les bandes attendues 
apparaissant après électrophorèse. Les difficultés sont donc venues des étapes ultérieures de 
clonages. Les contrôles de transformations étant positifs, il a été suggéré, bien que 
tardivement, que l'étape de préparation de la ligature était probablement limitante. Si la 
ligature en elle-même peut difficilement être mise en doute (les réactifs ont été renouvelés à 
plusieurs reprises), la purification des fragments digérés d'ADN après excision de gels 
d'agarose s'est avérée peu efficace, avec des pertes conséquentes de matériel. Une hypothèse 
expliquant ce phénomène pourrait provenir du fort pourcentage de nucléotides A et T, qui 
atteint 74% dans le génome de N. ceranae (Cornman et al., 2009). Ceci induirait une 
hybridation plus faible entre deux brins d'ADN et l'utilisation d'une température de 70°C pour 
faire fondre le gel d'agarose pourrait alors modifier la structure des appariements et gêner leur 
ligature. Des essais rapides ont été réalisés très récemment en diminuant la température à 
37°C, mais ils ne se sont pas montrés concluants à ce jour.  
 
 V.B.3. Production de protéines de fusion 
 Les constructions permettant l'expression de huit protéines recombinantes ont été 
utilisées, en combinaison avec plusieurs souches d'E. coli et en testant plusieurs températures 
de culture (Tableau 11). Des prélèvements ont été effectués après différents temps 
d'incubation et les protéines ont été séparées par SDS-PAGE. Aucune production de protéines 
de fusions portant des portions de HSWP4, SWP30, NCER_100070 et NCER_101049 n'a été 
observée. Les constructions portant PTP2 et NCER_101349 ont permis une expression mais 
trop faible pour permettre une production suffisante de protéines recombinantes. Seules les 
fusions portant SWP25 et NCER_101165 ont été convenablement exprimées, mais dans 
certaines conditions génotypiques et de température seulement. Sur les quatre souches testées, 
SWP25 n'a été produite que dans la souche BLR (DE3) cultivée à 37°C. NCER_101165 a été 
surexprimée dans la souche BL21 star (DE3) cultivée à 30°C mais pas à 37°C (Figure 40) et 
  
Figure 40 : Expression de la protéine de fusion His•Tag-NCER_101165 dans la souche d'E. coli 
BL21 star (DE3), cultivée et maintenue à 30°C ou à 37°C. Des prélèvements ont été effectués 2 h et 
4 h après induction à l'IPTG (0 h) et les protéines ont été séparées par SDS-PAGE. La taille attendue 
de la protéine est de 27.3 kDa. E: échelle de poids moléculaire (Precision Plus Protein™ Dual Color 
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Figure 41: Purification de la protéine de fusion His•Tag-NCER_101165 par chromatographie 
d’affinité. 1. Extrait cellulaire total au moment de l'induction à l'IPTG. 2. Extrait cellulaire 4 h après 
induction. 3. Extrait (surnageant) de protéines total déposé sur résine. 4. Eluat de charge après dépôt. 
5. Eluat de lavages. 6-9. Eluats en présence de 100, 200, 500 et 1 000 mM d'imidazole. Il s'est avéré 
que la protéine recombinante était absente de l'extrait déposé (3ème puit) 
 
          30°C                                   37°C                 . 



















 Figure 42 : Essais de solubilisation de la protéine de fusion NCER_101165. 1. Extrait cellulaire 
total au moment de l'induction à l'IPTG. 2. Extrait cellulaire après induction. 3. Resuspension du culot 
après lyse au lysozyme. 4. Surnageant après traitement avec 6 M d'urée. 5. Surnageant après traitement 













 Figure 43: Gel préparatif de séparation du culot contenant la protéine de fusion NCER_101165. 
Les protéines du témoin d’induction (avant ajout d'IPTG, à gauche) et de l’échantillon induit (puit 
unique sur le reste du gel) ont été séparées par SDS-PAGE sur un gel préparatif. La bande 
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dans la souche Rosetta-gami 2 (DE3) porteuse du plasmide pLysSRARE2 (qui permet 
l'expression de gène portant des codons rares chez E. coli) cultivée à 30°C mais pas à 20°C.  
 Les échantillons issus d'une même souche et riches en protéines recombinantes 
SWP25 ou NCER_101165 ont été rassemblés. Après lyse des cellules en présence de 
lysozyme et précipitation des débris, les surnageants ont été utilisés pour réaliser des 
purifications par chromatographie d’affinité et chaque éluat obtenu à l'issue de la purification 
a été déposé sur un gel SDS-PAGE. Pour les deux protéines recombinantes, aucune protéine 
n'a été retrouvée dans les éluats car aucune n'était en fait présente dans l'extrait déposé sur la 
colonne (Figure 41). Dans la préparation de l'échantillon, la centrifugation réalisée pour 
précipiter les débris cellulaires a également induite celle des deux rotéines recombinantes. Il 
arrive que les protéines produites en grande quantité et mal repliées s'agrègent en corps 
d’inclusion dont la solubilisation est très difficile. Les protéines produites ici sont non 
seulement hétérologues pour E. coli, produites en grande quantité mais aussi incomplètes, ce 
qui peut gêner leur repliement. Le culot issu de l'expression de SWP25 ayant été 
malheureusement éliminé, une solubilisation des protéines de celui contenant NCER_101165, 
qui avait été conservé, a été tentée. Après resuspension du culot du tampon BB, des fractions 
ont été traitées en présence de 6 M d’urée ou de 0.5% de N-Lauroylsarcosine, un surfactant 
ionique, les deux traitements étant compatibles avec la résine utilisée pour la purification. 
Après centrifugation, les surnageants ont été déposés sur gel SDS-PAGE, montrant qu'aucun 
des deux traitements n’a permis de solubiliser la protéine (Figure 42).  
 N’ayant pas réussi à purifier la protéine de fusion NCER_101165, il a été décidé 
d'injecter à une souris la protéine directement excisée d'un gel SDS-PAGE. Le culot contenant 
la protéine a été déposé sur un gel préparatif et la bande correspondant à NCER_101165 a été 
découpée (Figure 43). Cette technique a l’avantage d’être plus rapide et de comporter plus de 
molécules antigéniques qui vont accroître la réponse immunitaire des animaux recevant les 
injections. En revanche, la protéine recombinante ne sera pas la seule injectée. 
 
 V.B.4. Production d’anticorps 
 La fraction séparée du broyat de gel contenant la protéine de fusion NCER_10165 a 
été injectée à deux souris. La spécificité du sérum polyclonal obtenu a ensuite été testée par 
Western Blot sur des extraits protéiques provenant d’une abeille saine, d’une abeille infectée 
par N. ceranae et de spores purifiées du parasite. L'antisérum permet la détection de deux 
bandes protéiques spécifiques à N. ceranae, puisqu'elles sont absentes d'une abeille non 
 
Extrait Ech  Abeille  Abeille  Spores 
induit PM infectée   saine purifiées 
  
Figure 44: Immunodétection des protéines reconnues par l'antisérum anti- NCER_101165. 
L'extrait protéique après induction à l'IPTG a servi de témoin positif, où apparait la bande injectée à 
27.3 kDa. L’échelle moléculaire (Ech PM), peu visible, montre le marqueur à 50 kDa. L'antisérum fait 
apparaître deux bandes spécifiques à N. ceranae (flèches bleues) mais reconnait aussi une protéine 










Figure 45: Immunolocalisation de la protéine NCER_101165 dans des intestins d’abeilles 
infectées par  N. ceranae. A. Détection des noyaux cellulaires au DAPI. Les noyaux parasitaires se 
distinguent facilement des noyaux des cellules hôtes par leur petite taille. A et B. Détection des 
anticorps de l'antisérum par immunofluorescence à l'aide d'un anticorps secondaire couplé au FITC. 
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infectée (Figure 44). La taille attendue de la protéine NCER_101600 étant de 49.5 kDa, 
l'observation de bandes correspondant à des tailles plus basses pourrait indiquer une 
dégradation de la protéine native. Les anticorps reconnaissent aussi une protéine présente chez  
l’abeille saine et dans l’échantillon de spore purifiée. Il pourrait s'agir là de la reconnaissance 
d'une protéine de l'hôte ou de sa flore intestinale. Les spores ont en effet été préparées à partir 
d'un broyat d'abdomens d'abeilles infectées. 
 L'antisérum a été utilisé pour observer par immunofluorescence où les anticorps se 
fixent sur des coupes d’intestins d’abeilles expérimentalement infectées par N. ceranae 
(Figure 45). Aucun signal spécifique de fluorescence (hors bruit de fond) n'a été détecté, que 
cela soit au niveau des parasites ou de l'hôte. Ce phénomène pourrait être lié à l'éventuelle 
dégradation de la protéine NCER_101600. Il semble donc que cet antisérum ne soit 
malheureusement pas exploitable en immunofluorescence. Un deuxième sérum, issu d'une 
autre souris, n'a pas encore été testé à ce jour car il n’a toujours pas été récolté.  
 Finalement, un peptide portant le motif répété de NCER_101600 
(N-CESKPETSSKLFGGS-C) a été dessiné pour sa synthèse et la production d'un anticorps. Un 
retard important du fournisseur fait qu'à ce jour, nous sommes malheureusement toujours en 









 Sachant que le rendements de clonage sont parfois faibles, de nombreuses protéines 
ont été ciblées au départ pour s'assurer de finaliser ce projet avec un nombre restreint de 
protéines. En effet, seulement 8 vecteurs d’expressions ont pu être construits et tous n'ont pas 
permis la production de protéines recombinantes. Quatre ont été produites, mais 2 en quantité 
insuffisante pour produire des anticorps. Quand à SWP25, la protéine a été éliminée au cours 
de l'expérimentation. Enfin, les anticorps produits contre NCER_101600 n’ont pas permis de 
détecter la protéine par immunofluorescence sur des coupes d’intestins infectés.  
Ce qui a le plus entravé la finalisation de ces expérimentations est le manque de temps. 
En effet, outre les difficultés de clonage, la production d’anticorps par les souris prend au 
moins 6 semaines, sans compter le temps qu’il faut pour trouver les conditions optimales 
(souche bactérienne, température) pour produire les protéines recombinantes en quantité 
suffisante. Néanmoins, plusieurs expérimentations peuvent rapidement être menées pour 
finaliser le travail sur les quatre protéines produites chez E. coli, les vecteurs d’expression 
étant toujours disponible pour relancer une induction. SWP25 peut être produite et déposée 
sur gel préparatif sans élimination de la fraction insoluble, comme cela a été fait pour 
NCER_101600. En effet, SWP25 a aussi été éliminée à cause de sa précipitation, 
probablement sous forme de corps d'inclusion. La production des protéines de fusion dotées 
des séquences de PTP2 et NCER_101349 peut aussi être rapidement réalisée, maintenant que 
des conditions de cultures efficaces sont connues. Il suffira simplement d’augmenter l'échelle 
de la culture et donc la quantité de bactéries. Ainsi, des injections de ces trois protéines 
pourraient rapidement être effectuées. Concernant l'antisérum dirigé contre NCER_101600, il 
serait intéressant de vérifier par spectrométrie de masse si les deux bandes observées par 
Western-Blot (Figure 9) correspondent à NCER_101600, afin de savoir s'il s'agit bien de 
polypeptides issus de sa dégradation. L'antisérum récupéré de la deuxième souris ayant subi 
des injections devra aussi être testé, en espérant qu'il permettra d'obtenir un signal en 
immunocytochimie. 
Afin d'optimiser l'ensemble de l'approche, il est possible de synthétiser des peptides 
pour la production d'anticorps, comme cela a été fait pour la protéine NCER_101600. Cette 
approche comporte cependant une plus grande part de risque car les peptides choisis peuvent 























« Croire ou ne pas croire,  
cela n'a aucune importance.  
Ce qui est intéressant,  
c'est de se poser de plus en plus de questions.» 
 
-- Bernard Werber, L’Empire des Anges -- 
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VI- Conclusion générale 
  
 La présence de N. ceranae dans des colonies atteintes de nosémose et subissant un 
effondrement de population aussi bien que dans des colonies asymptomatiques montre que 
cette espèce présente une virulence variable. Si l'on considère la virulence comme un trait 
phénotypique, une telle variabilité reflèterait un polymorphisme du parasite (la présence ou 
non de certains déterminants génétiques) et/ou son polyphénisme (l'expression alternative de 
gènes en fonction des conditions environnementales) (Pfennig, 2001; Schwander and Leimar, 
2011). Une variation du polymorphisme au sens strict implique une variation du patrimoine 
génétique du parasite selon les souches (d'où l'intérêt de caractériser des facteurs de 
virulence). Cependant, ne disposant pas de souches clonales parasitaires, et donc de données 
génomiques issues de ces différentes souches, notre travail s’est axé sur l’évaluation du 
polymorphisme au sens large, c'est-à-dire la variabilité nucléotidique de séquences génétiques 
chez N. ceranae.  
 Ce travail a montré qu'une population similaire de parasites infectait des abeilles 
géographiquement éloignées, suggérant que les variations de virulence ne seraient pas dues au 
polymorphisme génétique du parasite. Cette hypothèse mériterait toutefois d'être vérifiée en 
comparant les populations parasitaires présentes chez des abeilles saines et des abeilles 
atteintes de nosémose. Il est cependant difficile de détecter la nosémose, dont la 
symptomatologie n'est ni clairement détaillée ni évidente. En effet, la nosémose de type C, 
due à N. ceranae, est distinguée de la nosémose de type A (due à N. apis) par son agent 
étiologique et non par sa pathologie. Les isolats utilisés dans le cadre d'études d'effondrement 
de colonies en Espagne (Higes et al., 2008) pourraient être des échantillons intéressants. 
Toutefois, nos résultats suggèrent qu'il est difficile, ou impossible, de différencier des isolats, 
ceux-ci étant peu divergents car possiblement issus d'une même population en expansion. Si 
les mêmes populations sont effectivement présentes dans le monde (ce qui reste évidemment à 
confirmer), il est fort probable que ce soit aussi le cas de l’isolat utilisé lors des études en 
Espagne. Ainsi, les variations de la virulence de N. ceranae ne seraient pas dues au fond 
génétique du parasite. 
 Si tel est le cas, cette variation pourrait alors être liée au polyphénisme, c'est-à-dire que 
la virulence dépendrait d'une modulation de l'expression de certaines fonctions pathogènes en 
réponse aux conditions environnementales du parasite, ce qui inclut l'hôte. En d'autres termes, 
la variation de la virulence ne serait pas liée à une variation du parasite en lui-même mais à 
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des facteurs pouvant altérer les interactions hôte-parasite ainsi que la résistance ou la 
tolérance de l'abeille. Cette dernière est en effet soumise à de multiples facteurs de stress, dont 
certains pourraient interagir avec N. ceranae. Il a par exemple été montré que la combinaison 
de N. ceranae avec une dose sublétale d'insecticide neurotoxique induit une mortalité accrue 
des abeilles (Vidau et al., 2011 ; Aufauvre et al., 2012). L'infection et le développement de N. 
ceranae semblent en outre sensibles à la température et à la qualité des ressources (Chen et al. 
2012, Di Pasquale et al., 2013). Par ailleurs, le fond génétique de l'abeille constitue lui-même 
une source de variation de sa susceptibilité au parasite. Fontbonne et al. (2013) ont montré 
que la variabilité génétique des populations d’abeille pouvait moduler la sensibilité au 
parasite. En conclusion, les interactions entre A. mellifera et N. ceranae sont bien influencées 
par d'autres facteurs, ce qui expliquerait, au moins en partie, les différences de virulence 
observées chez les abeilles parasitées.  
 
 Les travaux sur la pathogénie et l'impact N. ceranae sur la santé de l'abeille peuvent 
donner des directions de recherche pour trouver des moyens de lutte ou de contrôle. Ainsi, 
puisque l’interaction entre l’hôte et le parasite semble modulée par différents facteurs 
environnementaux, il serait intéressant de rechercher les conditions dans lesquelles le parasite 
a le plus de difficulté (ou le plus de facilité) à se développer. De même, l'étude comparative 
de la sensibilité de taxons ou de sous-espèces d’abeilles à N. ceranae pourrait permettre de 
créer et de sélectionner des lignées d’abeilles résistantes ou tolérantes au parasite.  
La seule molécule connue pour traiter la nosémose est la Fumagilline. En Europe, elle 
est aujourd'hui interdite en apiculture car des résidus peuvent être retrouvés dans les matrices 
de la ruche, dont le miel (Rapport AFSSA, 2009). Identifier des facteurs de virulence, comme 
nous avons entrepris de le faire, permettrait de découvrir les mécanismes de l’infection, 
notamment la reconnaissance de l'hôte, et du cycle de vie du parasite, pour ensuite cibler des 
facteurs spécifiques au pathogène. Par exemple, chez E. cuniculi, le motif répété d'EnP1 
semble impliqué dans la l'adhésion de la spore aux glycosaminoglycanes (GAG) présents à la 
surface des cellules hôtes (Southern et al., 2007). S'il est en de même chez N. ceranae, des 
analogues aux GAG reconnus par ce motif chez l'abeille pourraient constituer un traitement 
contre l'invasion.  
 
 L'observation de l'effet des facteurs environnementaux sur la virulence de N. ceranae 
peut être replacée dans le contexte d'une origine multicausale du déclin des abeilles. Il est bien 
admis que l'abeille est affectée par de nombreux facteurs de stress biotiques et abiotiques. Les 
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activités humaines jouent cependant un rôle central. En effet, de nombreux stress sont dus aux 
modifications, contrôlées ou non, de l'environnement par l'homme: monocultures et 
remembrement qui altèrent les ressources, introduction d'espèces invasives (pathogènes, 
prédateurs comme le frelon asiatique), agropesticides, etc… Klee et al. (2007) ont aussi 
suggéré que la propagation de N. ceranae à travers le monde pourrait avoir été favorisée par 
les échanges commerciaux d’abeilles.  
Cet impact fort des activités humaines sur les milieux naturels appelle probablement à 
plus de contrôle. Cependant, les conflits d'intérêt entre les apiculteurs, les agriculteurs, les 
groupes industriels agrochimiques et agroalimentaires, et même les consommateurs, ne 
simplifient pas les prises de décisions par les pouvoirs publics. Par exemple, alors que des 
apiculteurs pointent du doigt l’utilisation généralisée de pesticides, les groupes industriels 
vont avoir tendance à en minimiser les effets tout en appuyant le rôle essentiel des pesticides 
sur les rendements et les revenus agricoles. Pourtant la prise de conscience générale, et 
médiatisée, du déclin des abeilles appellent les gouvernants à réagir. L'intérêt de la recherche 
est d'apporter des pistes pour développer de nouveaux modes de contrôle de l'environnement 
(surveillance des pollinisateurs sauvages et des contaminants…), des règles sanitaires apicoles 
adaptées (contrôles sanitaires, utilisation de traitements…), ou des méthodologies de 
régulation et d'homologation des pesticides (doses testées sur abeilles, modes d'exposition…). 
En espérant que les réelles conséquences du déclin des pollinisateurs, espèces clefs de la 

















« Nous ne disposons même pas du savoir  
qui nous permettrait de mesurer notre ignorance » 
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Souches bactériennes utilisées dans ce travail 
Souche Génotype 
DH5 fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80Δ (lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 
thi-1 hsdR17 
BL21 (DE3) F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3) 
BL21 Star (DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rne131 (DE3) 
BL21 Star F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rne131 
BLR (DE3) F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3) Δ(srl-recA)306::Tn10 (TetR) 
Novablue (DE3) endA1 hsdR17(rK12-mK12-) supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac (DE3) F’[proA+B+ 
lacIqΔ Z M15::Tn10] (TetR) 
Rosetta 2(DE3)  
+ pLysSRARE2 
F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3) 
+ pLysSRARE2 : p15A origin, lysS, cat, argN5, argU, argW, argX, glyT, ileX, leuW, 
metT, proL, thrT, thrU, tyrU (CamR) 
Rosetta-gami 2 (DE3) 
+ pLysSRARE2 
Δara–leu7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3) 
F’[lac+ lacIq pro] gor522::Tn10 trxB (StrR, TetR) 
 + pLysSRARE2 : p15A origin, lysS, cat, argN5, argU, argW, argX, glyT, ileX, leuW, 
metT, proL, thrT, thrU, tyrU (CamR) 
Origami B (DE3) F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm lacY1 ahpC (DE3) gor522::Tn10 trxB (KanR, TetR) 
 
 
 
 108 
 
 
 
 109 
 
 
 
 110 
 
 
 
 111 
 
 
 
 112 
 
 
 
 
 113 
 
 
 
 114 
 
 
 
 115 
 
 
 
 116 
 
 
 
 117 
 
 
 
 118 
 
 
